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(57) Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren 
zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukteinsau- 
ren, wobei eine biologische Probe, die Nukieinsaure 
enthait, rnit einer kationischen Verbindung in Kbntakt 
gebracht wird. Die Erfindung betrifft ferner die kationi- 
sche Verbindung an sich, sowie die Verwendung der 
kationischen Verbindung zur Stabilisierung und/oder 
Isolierung von NuWeinsduren. Die Erfindung betrifft 
weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen, dia- 
gnostische Zusammensetzungen und Zusammenset- 
zungen zur Forschung, die kationische Verbindungen 
enthalten Oder die einen Kbmplex enthalten, der nach 
dem Kontakt der kationischen Verbindung mit der 
Nukieinsaure entsteht. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsauren, 
wobei eine biologische Probe, die NuWeinsauren enthalt, mit einer kationischen Verbindung in Kontakt gebracht wird. 
5 Die Erfindung betrifft ferner die kationische Verbindung an sich sowie die Verwendung der kationischen Verbindung zur 
Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsauren. Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zusammenset- 
zungen, diagnostische Zusammensetzungen und Zusammensetzungen zur Forschung, die kationische Verbindungen 
enthalten oder die einen Komplex enthalten, der nach dem Kontakt der kationischen Verbindung mit der NuWeinsaure 
entsteht. 

io [0002] Es ist seit langem bekannt, da 3 die genetische Herkunft und funktionelle Aktivitat einer Zelle durch Studien 
ihrer NuWeinsauren bestimmt und untersucht werden kann. Die Analysen der NuWeinsauren ermoglichen den direkten 
Zughff auf die Ursache der Aktivitaten von Zellen. Sie sind somit indirekten, konventionellen Methoden, wie z.B. dem 
Nachweis von Stoffwechsechselprodukten, potentiell Oberlegen. Daher ist fur die Zukunft mit einer starken Verbreitung 
von NuWeinsaureanalysen zu rechnen. So werden molekularbiologische Analysen bererts in vielen Bereichen einge- 

is setzt z.B. in der medizinischen und Winischen Diagnostic in der Pharmazie bei der EntwicWung und Evaluierung von 
Arzneimitteln, in der Lebensmittelanalytik sowie bei der Uberwachung der Lebensmittelherstellung, in der Agrarwirt- 
schaft bei der ZQchtung von Nutzpflanzen und Nutztieren sowie in der Umweltanalytik und in vielen Forschungsgebie- 
ten. 

[0003] Durch die Analyse der RNA, speziell der mRNA in Zellen, lassen sich die Aktivitaten von Genen direkt 
20 bestimmen. Die quantitative Analyse von Transkriptmustern (mRNA-Mustern) in Zellen durch moderne molekularbiolo- 
gische Methoden, wie z.B. Echtzeit- Reverse Transkriptase PCR ("Real-Time RT-PCR") Oder Genexpressions-Chip- 
Analysen ermoglicht z.B. die Erkennung fehlerhaft exprimierter Gene, wodurch z.B. Stoffwechselkrankheiten, Irrfektio- 
nen oder die Entstehung von Krebs erkannt werden kOnnen. Die Analyse der DNA aus Zellen durch molekularbiologi- 
sche Methoden, wie z.B. PCR, RFLP, AFLP oder Sequenzierung ermoglicht z.B. den Nachweis genetischer Defekte 
25 oder die Bestimmung des HLA-Typs sowie anderer genetischer Marker. 

[0004] Die Analyse genomischer DNA und RNA wird auch zum direkten Nachweis von infektidsen Erregern, wie 
Wen, Bakterien usw. eingesetzt 

[0005] Unbedingte Voraussetzung fQr NuWeinsaureanalytik ist die sofortige Stabilisierung der NuWeinsauren nach 
Entnahme der bioiogischen Probe aus ihrer natOriichen Umgebung. Dies gilt for DNA und RNA, insbesondere fOr RNA, 
30 die nach Entnahme der bioiogischen Probe sehr schnell abgebaut werden kann. Andererseits kann es nach der Ent- 
nahme der bioiogischen Probe z.B. durch Induktion von StreBgenen auch zur Synthese neuer mRNA-MolekOle kom- 
men, wodurch das Transkriptmuster der Zellen verandert werden kann. Dadurch kfinnen nachfolgende Analysen 
verfaischt werden. 

[0006] Die Stabilisierung von Nu Wei nsauren, insbesondere flber langere Zertraume wie z. B. mehrere Stunden oder 
35 Tage bis zu Wochen mit Hiffe von fOr Routineanalysen geeigneten Mrtteln ist bislang kaum moglich. Dies ist sehr nach- 
teilhaft, da z. B. im medizinischen Bereich hauf ig, etwa in einer Praxis, Nu Weinsaure-haltige Proben genommen werden, 
die erst nach langerer Lagerung und einem Transport in ein Labor weiter untersucht werden kfinnen. 
[0007] In der Zwischenzeit kOnnen sich die in den Proben enthaltenen NuWeinsaure verandern oder sogar vollstan- 
dig zersetzen. Dies beeinf luBt naturlich das Ergebnis spater durchgefuhrter Tests massrv oder macht diese ganzlich 
40 unmOglich. FQr solche Tests werden molekularbiologische Techniken wie bespielsweise PCR, Reversed-Transcription- 
PCR (RT-PCR), SunRise, LCR, branched-DNA (bDNA), SDA, DNA- und RNA-Chips und Arrays zur Genexpressions- 
und Mutationsanalytik, differential display Analytik, RFLP, AFLP, cDNA-Synthesen, subtraktive Hybridisierung oder die 
TaqMan-Technologie und dhnJiche Echtzeitquantrfizterungsverfahren eingesetzt. 

[0008] Abgesehen von der Stabilisierung betrifft die vorliegende Erfindung auch die Isolierung von NuWeinsauren. 

45 [0009] Dabei soli die Bezeichnung "NuWeinsaure" in ihrem breitesten Sinn verstanden werden, also RibonuWein- 
sduren (RNA) wie auch DesoxyribonuWei nsauren (DNA) in alien Langen und Konfigurationen, wie Doppelstrang, Ein- 
zelstrang, circular und linear, verzweigt usw. umfassen und alle moglichen Unterarten, wie z.B. monomer e NuWeotide, 
Oligomere, Plasmide, virale und bakterielie DNA und RNA, sowie genomische und nichtgenomische DNA und RNA 
aus Tier- und Pflanzenzellen oder anderen Eukaryoten, mRNA in prozessierter und unprozessierter Form, tRNA, hn- 

so RNA, rRNA, cDNA usw. 

[0010] Stabilisierung und Isolierung sind zwei wichtige Schritte in einer Reaktionskaskade, die eine Analyse auf 
NuWeinsaurebasis darstellt. Diese Kaskade konnte schematisch wie folgt dargestelrt werden: 

Probennahme-> Stabilisierung Lagerung,->Nuklelnsaure-lsollerung/Relnlgung-^Enzymatische Manipula- 
55 tion->Nachweis->Datenanalyse 

[001 1] Die vorliegende Erfindung befaBt sich mit den hervorgehobenen Schritte dieser Kaskade. 

[0012] Es gibt eine Reihe von Verfahren zur Isolierung von NuWeinsauren, wobei die Zelle zerstOrt wird und die 
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RNA und/oder DNA in Losung freigesetzt wird. Bekannte Verfahren zur Isoiierung von NuWeinsauren aus komplexen 
Matenalien w»e Blut, Serum. Urin oder Faeces umfassen in der Rege! die Lyse des biologischen Materials durch ein 
Detergenz in Gegenwart von Proteinasen, gefolgt von mehreren Extraktionen mit organischen Lasungsmitteln, z.B. 
Phenol und/oder Chloroform, eine Ethanol-Prazipitation und eine Dialyse der NuWeinsauren. Solche Verfahren werden 
5 z.B. von Chirgwin et al. (Biochem, 18:5294-5299 (1979)), D.M. Wallace in Meth. Enzym., 152:33-41 (1987). (P. Chom- 
czynsW und N. Sacchi. Anal. Biochem., 162:156-159 (1987) und "Preparation and Analysis of RNA" in Current Proto- 
cols in Molecular Biology, Unit 4.2 (Supplement 14), Herausgeber F.M. AusubeJ et al., John Wiley (1991)). (T. Maniatis 
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold Spring Harbour Laboratory (1992)); (LG. Davis et al. "Guanidine 
Isothiocyanate Preparation of Total RNA" und "RNA Preparation: Mini Method" in Basic Methods in Molecular Biology, 
10 Elsevier. N.Y Seiten 130-138 (1991)) und in dem US Patent Nr. 4.843,155 fur ChomczynsW beschrieben. 

[001 3] Es ist ferner bekannt NuWeinsauren aus verschiedenen Ausgangsmaterialien zu isolieren. indem das Aus- 
gangsmaterial mit einer chaotropen Substanz und einer die NuWeinsaure bindenen, festen Phase gemischt wird. In 
emem weiteren Schritt wird rje teste Phase von der Flflssigkeit getrennt und gewaschen. Falls nOtig, konnen die NuWe- 
insauren von der festen Phase eluiert werden (US 5,234,809). 

[0014] Diese bekannten Verfahren zur Isoiierung von NuWeinsauren aus biologischen Materialien sind oft sehr 
arbeits- und zeitaufwendig. Die meist relativ gro8e Anzahl von Schritten, die notwendig ist urn die NuWeinsauren aus 
solchen Ausgangsmaterialien zu reinigen, vergrOBern das Risiko einer Obertragung der NuWeinsauren von Probe zur 
Probe, wenn gleichzertig verschiedene Winische Proben verarbeitet werden. Wenn die NuWeinsaure fur den nachfbl- 
genden Nachweis der Gegenwart von NuWeinsauren von z.B. einem pathogenen Organismus durch ein NuWeinsaure- 
Amplrfikationsverfahren isoliert wird, z.a fur die sehr sensitive Polymerase-Kettenreaktion, fuhrt das Risiko einer sol- 
chen Ubertragung von NuWeinsauren zwischen verschiedenen Proben zu falschposhrven Resuttaten, was naturiich 
einen ernsten Nachteil darsteilt 

[0015] In MacFartane US 5.010.183 und MacFarlane US 5.300,635 werden ausfuhrlich Verfahren zur Isoiierung 
von NuWeinsauren unter Verwendung kationischer Detergenzien auf der Basis quartarer Ammoniumverbindungen 
25 beschneben. Die in den oben genannten Patenten geschutzten Ammoniumverbindungen haben aJle die allgemeine 
Form [N(R)4T X* , wobei R fOr verschiedene Alkyt- oder Arylgruppen mit einer unterschiedlichen Anzahl der C-Atome 
stent und X for ein Gegenion aus einer Gruppe von Carbonsauren, Sulfat. Phosphat oder einem Halogenid. AuBerdem 
and hohe g-Zahlen zur Pelletierung der Kbmplexe aus NuWeinsaure und Detergenz notwendig. Die Isoiierung von 
NuWeinsauren mit den oben beschriebenen Verfahren ist zwar im Prinzip moglich, jedoch sind hohe Carrier-Mengen 
30 und hohe g-Zahlen notwendig. 

[0016] Die in den oben genannten Patenten beschriebenen Beispiele beziehen sich alle auf die Extraktion von 
NuWeinsauren aus Vollblut oder Zeilen (menschBche und E.coli). In diesen Probenmaterialien ist eine gewisse Mindest- 
menge an NuWeinsauren vorhanden. Z.T. wurde zusatzlich noch tRNA als Carrier zugegeben. Am Beispiel der Aufrei- 
nigung von Weinen Mengen (z.B. in niedrigen Kbpienzahlen bei viralen Infektionen) von RNA aus zellfreien 
Probenmaterialien wie Plasma konnte am Beispiel des Tetradecyltrimethylammonium-Oxalats gezeigt werden, daB 
eine Komplexiemng/Pelletierung nur unter Einsatz groBer Mengen Carrier RNA (100 jxg/ml Plasma) moglich ist Die 
Notwendigkert einer solchen Aufreinigung stellt sich z.B. beim Nachweis viraler RNA in Plasma- oder Serumproben. 
Die hohen Carriermengen stellen bei einem nachfolgenden Nachweis der viralen RNA mittels RT-PCR ein Problem dar, 
da die reverse Transkription durch hohe CarrierkDnzentrationen inhibiert wird. MacFarlane beschreibt selber auch eine 
niedrigere Sensitrvitat des Nachweises von HCV in Plasma (ohne Carrier), verglichen mit Blut (Schmidt et al. 
J.Med. Virol. 47: 153-160 (1995)). Ohne hohe NuWeinsauremengen ist die Sensitrvitat sehr schlecht. Desweiteren 
beschrefct MacFarlane in US 5,300,635 die Sedimentation der RNA-Detergenz-Kbmplexe durch Zentrifugation bei 
hohen g-Zahlen (1 6000 x g in den Beispielen 4, 5 und 6). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, daB eine Zentrifugation 
bei niedngeren g-Zahlen nicht ausreicht, urn RNA-Tetradecyltrimethylammonium Oxalat-Kbmplexe aus Plasma zu 
sedimentieren. Zur Auf reinigung viraler RNA aus groBen Volumina Plasma oder Serum (> 1ml) ist es zwingend not- 
wendig, die Sedimentation der NuWeinsaure-Detergenz-Komplexe bei niedrigen g-Zahlen zu erreichen, da ansonsten 
teure und aufwendige Ultrazentrifugen anstelle einfacher Laborzentrifugen (mit einer maximal erreichbaren g-Zahl von 
5000-6000) verwendet werden mflBten. 

[0017] In den Anwendungsbeispielen in US 5,300,635 beschreibt MacFarlane die Zugabe von mindestens 2 Volu- 
so men bis hin zu 10 Volumen Detergenz zur Probe. Damit erhGht sich das zu verarbeitende Gesamtvolumen z.T. 
betrachtlich, insbesondere wenn man an die Aufreinigung von NuWeinsauren aus mehreren Millilitern Probenmaterial 
(z.B. Plasmapools) denkt. Die Verarbeitung groBer Volumina ist aber vor allem im Hinblick auf eine mogliche Automa- 
tisierung der Probenvorberertung auf einem Pipettierroboter ungOnstig. da z.B. die Pipettiervolumina begrenzt sind. 
[0018] Es bestand daher ein Bedarf an einem Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isoiierung von NuWeinsauren, 
55 das die oben genannten Nachteil des Stands der Technik nicht aufweist. 

[0019] Insbesondere bestand ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem die NuWeinsauren in einem einzigen Schritt 
stabtlisiert und/oder die die NuWeinsauren enthartende Probe lysiert und die NuWeinsauren aus der gleichen Losung 
isoliert werden konnen. Dies wird z.B. wichtig, wenn NuWeinsauren aus solchen Proben stabilisiert/isoliert werden sol- 
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len, bei denen es nach Entnahme der Probe zur Induktion von StreBgenen und damit zur Synthese neuer m-RNA- 
Molekule kommen kann, wodurch das Transkriptmuster der Zellen verandert werden konnte. Insbesondere bestand 
weiterhin ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem die Komplexe bestehend aus Nukleinsaure und kationischen Verbin- 
dungen bei niedrigen g-Zahlen sedimentiert werden konnen. Ferner bestand insbesondere ein Bedarf an einem Ver- 
5 fahren, bei dem nur geringe Oder gar keine Mengen Carrier-Nukleinsauren Oder Carrier-Hirfen, z.B. Heparin, notwendig 
sind. Es bestand auBerdem ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem geringere Volumina der kationischen Verbindung 
der Probe zugegeben werden konnen. SchlieBlich bestand ein Bedarf an einem Verfahren, das es ermoglicht, bereits 
nach dem ersten Verfahrensschritt in Weinen Volumina arberten zu konnen. 

[0020] Diese Aufgaben werden durch das in Anspruch 1 beschriebene Verfahren und die weiteren unabhangigen 
w AnsprOche gelost Bevorzugte AusfOhrungsformen sind in den Unteranspruchen angegeben. 

[0021 ] Es soli ein Verfahren zur Stabi lisierung und/oder Isotierung von Nukleinsduren aus einer bioiogischen Probe 
geschaffen werden. Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isofierung 
von NukJeinsauren aus einer bioiogischen Probe gemaB unabhangigen Patentanspruch 1, dem Kit zur Stabilisierung 
und/oder Isolierung von NuWeinsfluren gemaB unabhangigen Patentanspruch 27, den Kbmplex gemaB unabhangigen 
is Patentanspruch 32, die pharmazeutische Zusammensetzung gemaB unabhangigen Patentanspruch 33, die diagnosti- 
sche Zusammensetzung gemaB unabhangigen Patentanspruch 34, die Zusammensetzung fOr die Forschung gemaB 
unabhangigen Patentanspruch 35, sowie die kationische Verbindung gemaB unabhangigen Patentanspruch 36 gelost. 
[0022] Erf indungsgemas wird zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsSuren eine biologische Probe mit 
mindestens einer kationischen Verbindung der Formel (I) in Kontakt gebracht. 

20 



Rc (I) 
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[0023] Unter dem Begriff "kationische Verbindung" wird im Rahmen der vorliegenden Erf indung eine Verbindung 
mit mehr als einer posrtiven Ladung verstanden. Die als Formel (I) wiedergegebene kationische Verbindung wird in 
35 geJOster Form und/oder in Form eines Salzes eingesetzt, wobei die Neutralisierung der Ladung durch konjugierte 
Basen von starken und/oder schwachen anorganischen und/oder organischen Sduren erfblgt, die im folgenden mit "A" 
abgekQrzt werden. Dies bedeutet, daB das Produkt aus Ladung und Anzahl an Basen A genau die positiven Ladungen 
der restlichen Verbindung tompensiert 

[0024] In der oben genannten Formel (I) stehtl X fur Stickstoffatome (N) oder Phosphoratome (P). In Formel (la) ist 
40 die kationische Verbindung mit X = N gezeigt, und in Formel (lb) mit X = P . 
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[0025] Daneben bedeutet in alien drei vorgenannten Formeln (I), (la) und (lb) k die ganze Zahl 1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 
9, 10, 1 1, 12, 13. 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 oder 24, wahrend for altphatische AikandiylbrOcken stent in 
denen ein Oder mehrere nicht benachbarte Kohlenstoff-Atome durch Sauerstoff ersetzt sein konnen und die die Struk- 



aufweisen. Die Alkandiyl-Brucken konnen im Rahmen der vorliegenden Erf indung an einem oder an mehreren Kbhlen- 
stoff-Atomen substituiert sein. Die Parameter n und m sind unabhangig voneinander und bedeuten eine der ganzen 
Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6. wobei n + m > 0 ist. 

[0026J Alternativ zu den oben angegeben Strukturen bedeutet Bk auch eine substituierte Phenyl , Naphthyl- oder 
Biphenyl-BrOcke der Struktur 
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(OCH^-fCHJp — 



-<CH,) n -(CH,0) m 



5 



oder 



10 



(OCH^-CCH^- 



/5 




(OCH^-^Kyp — 



oder 



20 



(OOy,-^ — 



25 wobei n, m, I, p, q unabhangig voneinander sind und eine der ganzen Zahlen 0,1,2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeuten. Die Phe- 
nyl-, Naphthyi- oder Biphenyi-BrQcke kann zusdtzlich an einem oder an mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein. 
[0027] In der oben angegebenen Formel (r) bedeutet daneben 

Rl ^2. R3* di © identlsch oder unterschiedlich voneinander sein kOnnen und die unsubstituiert oder an einem oder 
mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kOrmen, Wasserstoff, ein lineares oder verzweigtes Ct-Ce-Alkyl, ein 
30 lineares Oder verzweigtes -C 6 -Alkenyl. ein lineares oder verzweigtes -C 6 -Alkinyl, ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phen- 
oxyethyl der Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeutet und Z eine der Strukturen -0-, -CO- 
, ■ C0 2 -. -OCO-, -CON-, -N-CO-, -O-CO-N-, -N-CO-O-, -S-oder -S-S-bezeichnel 
40 [0028] AuBerdem kann R 1f R2. ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 



bezeichnen, wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0,1.2, 3, 4, 5 oder 6 bedeutet 
[0029] R A , Rbr. Ro die identisch oder unterschiedlich voneinander sein kflnnen und die unsubstituiert oder an 
so einem oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kOnnen, bedeuten Wasserstoff, ein lineares oder verzweig- 
tes C 1 -C 2 rAIkyl, ein lineares oder verzweigtes C^rAlkenyl, ein lineares oder verzweigtes Cj-C^-Alkinyl, oder eine 
Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13. 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23 Oder 24 bedeutet und Z eine der Strukturen -O-, - CO-, -C0 2 -, OCO-, -CO-N-, -N-CO-, -O-CO-N-, -N-CO- 
0-, -S-oder -S-S- bezeichnet. 
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Afternativ bilden R A und Rc zusammen einen Rest R AC und somit eine cyclische Struktur 
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wobei der Rest R AC . der unsubstituiert Oder an einem Oder mehreren Kbhlenstoff-Atomen substttuiert sein kann ein 
Ct^WrJl bit!!!!** C1 " C8 " Alky '• ei " Rneares 0derver2wel '9 tes CrCa-Alkenyl, Oder ein lineares Oder verzweigtes 

Senvc^na^efs2n. Bk>1 * Br0cten9rwen ^sowiedieGruppen R^und R^gleich oder ver- 

[0032] Die oben angegebenen Verbindungen werden in dem erfindungsgemaBen Verfahren verwendet wodurch 
NuWeinsauren in einem einzigen Schritt stebilisiert. die die NuWeinsauren enthattende Probe lysiert und/oder die 
NuWeinsauren isol.ert werden kOnnen. Die stabilisierten NuWeinsauren sind nicht nur wahrend der Praparation son- 
dern auch Qber einen langeren Zeitraum. wie z.B. 96 h Oder mehr. stabfl. Insbesondere kflrmen die Kbmplexe beste- 
hend aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung bei niedrigen g-ZaWen sedimentiert werden. wobei nur gerinoe 
Oder gar kerne Mengen Carrier-NuWeinsauren Oder Carrier-Hilfen notwendig sind. Dabei mOssen nur geringe Volumina 
Oder Mengen der katonischen Verbindung der Probe zugegeben werden. Ferner kann durch die Pelletierung der Kom- 
plexe bererts nach diesem Schritt in Weinen Volumina gearbeitet weiden. 

?5? '^« die erfindun 9 s 9 ema6e Stabilisierung von NuWeinsauren wird erreicht, daB die NuWeinsauren in einer 
Probe auch bei langerer Lagerung Oder wahrend eines Transports ihre Struktur nicht verandern und die Genauigkeit 
spater durchgefOhrter Tests wird deutfich erhoht In manchen Fallen, z.B. wenn NuWeinsaure-haltjges Material Qber 
uSma1^!Sch rtier, ^ la " 9er 9Sla9ert Werde " mUB ' ^ d3S erfWun B«0«nMe Verfahren diese Tests 

EL k Di ! W ^ Un9 - tem UiSm <*" auCh als Feststoff a « eBeW weK,en - Die MOglichkeit einer Zugabe als 
Festetoff be^nhaftetdie wateren Vorteile, daB Feststoffemeistchemisch stabiler sind und ihre Zugabe zur Probe oft ein- 
facher durchfOhrbar ist Es kann eine kationische Verbindung oder eine Mischung aus zwei Oder mehr kationischen Ver- 
bindungen zugefugt werden. 

[0035] In dem erfindungsgemaBen Verfahren werden bevorzugt Verbindungen der oben angegebenen allgemei- 
nen Forme! (I) verwendet, wobei ein Anion A ausgewahlt aus der Gruppe: Fluorid. Chlorid. Bromid. Jodid Perchlorat 
Peibromat Periodat. Phosphat. Hydrogenphosphat Dihydrogenphosphat, SuHat, ThiosuHat, Hydroxid. Carbonsauren' 
a-Halogen-Carbonsauren und/oder Hydroxy-Carbonsauren verwendet wird. und k fur die ganze Zahl 1 2 3 4 5 oder 
6 stem wahrend for den Fall. daB B* eine substrtuierte Phenyl-. Naphthyl-oder Biphenyl-BrOckebezeichnWn'm I p 
q unabhangig voneinander die ganze Zahl 0. 1 oder 2 bedeutet P ' 
[0036] In den erfindungsgemaB bevorzugten Verbindungen der aJIgemeinen Formel (I) bedeuten die Reste R, R, 
und Ra, die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen, die C r C6-Alkyl-Gruppen methyl, ethyl propyl 
' S ° P ; C ^: 1 -methylpropyl. 2-methylpropyl. 1.1-dimethylethyl. n-pentyl. l-methyftxityl. 2-methylbutyl. 3-m'ethylbu- 
L^nJ^i^TV il'Tf! 1 ^ 0 ^' W^WPWyl, 1-ethylpropyl. hexyl, 1-methylperrtyl. 2-methylperrtyl, 3- 
TfSJT!^T^J^ m f V ^- 1 - Mm «M>uty1. 1.3<fimethy1butyl. tMntlhyfeutyl, 2.3<fimethylbu- 
^lif^SE?! lf hylbutyl ' 2 -ethylbutyl. 1.1.2-trimethylpropyl. 1.2.2-trimethytpropyl. 1-ethyl-l-methyfpropyl 
undtoder l-ettiyl-2-metrtf -propyl, und/oder die Ca-Cs-AlkenyKSnppen 2-propenyl (allyl). 2-butenyl. aWnyl T 
me^-2-propenyl. 2-methyl-2-propenyl. 2-pentyl. 3-pentyl. 4-pentyl, l-methyl-2-butenyl. 2-methyl-3-butenyl. 3-methyl- 
3-butenyl. 1,1<l.methyl-2-propenyl. 1.2-dimethyl-2-propenyl. 1-ethyl-2-propenyl. 2-hexenyl. 3-hexenyl. 4-hexenyl 5- 
"VW- 2 -?^* 1 *- 2-methyl-2-pentenyl. 3-methyl-2-perrtenyl, 4-methyl-2-pentenyl. 1 -methyl -3-pentenyl' 2- 
methyl-3-pentenyl, 3-methyl-3-penteny1. 4-methyl-3-pentenyf. 1-methyl-4-pentenyl. 3-methyl-4-pentenyf. 4-methyl-4- 
pentenyl 1 1^methyl-2-buteny1. 1.1-dimethyl-2-butenyl. 1.1-dimethyl-3-butenyl. 1 .2<Jimethyl-2*utenyl. 1.2«iimethyl- 
1 ' 3 - d,metn y | - 2 - buten y | - 1.3<limethyl-3-butenyl. 2.2-dimethyl-3-butenyl. 2,3-dimethyl-2-ethyl-2-butenyl 2- 
etr^-butenyl 1.1 2-trimethy1-2-propenyl, 1 -ethyl- 1 -methyl^ropenyl und/oder 1 -ethyl-2-methyl-2-propenyl 
und/oder die C 3 -C 6 -Alkinyl-Gruppen 2-propinyl (propargyl). 2-butinyl. 3-butjnyl, 2-pentinyl. 3-pentinyl, 4-pentinyl 3- 
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methyl-2-butinyl, 2-hexinyl, 3-hexinyl, 4-hexinyl, 5-hexinyl, 3-methyl-2-pentinyl. 4-methy1-2-pentinyl, 2-methyl-3-pentiny1, 
4-methyl«3-pentinyl, l-methyl-4-pentinyl, 1.1 -dimethyl -2-butinyl, 1,1 -dimethyl -2-butinyl. 1,1-dimethyl-3-butinyl, 1,2- 
dimethyl-3-butinyl, 1,3-dimethyl-2-butinyl, 2,2-dimethyl-3-butinyl, 1 -ethyl-2-butinyl, 1-ethyl-3-butinyl, 2-ethyl-3-butinyl 
und/oder 1- ethyl- 1-methyl-2-propinyl und/oderdie Gruppen Benzyl, Phenylethyl, Phenylpropyl, Phenyl isopropyl Phe- 
nylisobutyl, Phenoxymethyl, Phenoxyethyl, Phenoxypropyl, Phenoxyisopropyl, Phenoxybutyl, Phenoxyisobutyl der 
Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 Oder 2 bedeutet. 

[0037] Die Reste R A> R Bk , Rq, die identisch Oder unterschiedlich voneinander sein kfinnen, bedeuten die linearen 
Oder verzweigten ^-C^-Alkyl -Gruppen octyl, decyl, undecyl, dodecyt, tridecyt, tetradecyi, pentadecyl, hexadecyl, hep- 
tadecyt, octadecyl. nonadecyl und/oder eicosyl und/oder die linearen oder verzweigten Cs^o'Alkenyl -Gruppen octe- 
nyt, decenyl, undecenyl, dodecenyl, tridecenyl, tetrad ecenyl, pentad ecenyl, hexadecenyl, heptadecenyi, octadecenyl, 
nonadecenyl und/oder eicosenyl und/oderdie linearen oder verzweigten Cs-C^o-AIkinyt-Gruppen octinyl, decinyl, unde- 
cinyl, dodecinyl, tridecinyi, tetradecinyi, pentadecinyl, hexadecinyl, heptadecinyl, octadecinyl, nonadecinyl und/oder 
eicosinyl und/oder eine Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander sind und n die ganze Zahl 2, 3 oder 4 bedeutet und m die ganze Zahl 8, 9, 1 0, 1 1 , 
12, 13. 14, 15. 16, 17 oder 18 bedeutet und Z eine der Strukturen -0-, -CO, -OCO, -CON- oder -N-CO- bezeichnet 
[0038] Bevorzugt werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung VerWndungen der allgemeinen Fomiel (I) ver- 
wendet. wobei eine oder mehrere der als R A , R^ und Rq bezeichnet en Gruppen eine der Strukturen 




CH3— (CHzJn— Z— (CHy, 



CHr^CHyn-CMCHa), 



O 

It 



^-(CH^-C-fCH,^- 



O 



CH,-<C^-0-C-(C>y m -- 



O 

11 



CH,-(C^) n -C-0 



0 

II 



OWC^-W-C 



(CH,) m - 



oder 



o 
11 



CH>-(CH) n -C-NH 



-(CH)m- 



bedeuten. 
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[0039] Unter den oben genannten, erfindungsgemaB bevorzugten Verbindungen werden die Verbindungen ganz 
besonders bevorzugt. die in einem oder mehreren der Reste R lf R 2 , R 3k , R A , Rbk und Rc eine Doppeibindung Oder 
eine Drelfachbindung aufweisen. 

[0040] Insbesondere werden die Verbindungen bevorzugt, in denen als Reste , R2 und/oder R 3k die Allyl-Gruppe 
verwendet wird. 

[0041] Insbesondere bevorzugt werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verbindungen der oben angegebe- 
nen allgemeinen Formel (I) verwendet, wobei ein Anion A ausgew§htt aus der Gruppe: Bromid, Jodid, Perchlorat, 
Hydrogenphosphat, SuKat, Acetat Trifiuoracetat, Trichloracetat, Benzoat. Oxalat Succinat, Phthalat Citrat, Tartrat, 
Maleat, Malonat, Fumarat verwendet wird. Weiterhin bedeutet kdie ganze Zahl 1 oder 2, wahrend Bk cfie aliphatischen 
C 2 -C 4 " A,k andiy , br0cken Ethan-1,1-diyl, Ethan- 1,2<iiyl, Propan-U^iyl, Propan-1 ,2-diyl, Propan-1 p 3-diyl. Butan-1, 1- 
diyl, Butan-1 ,2-diyi, Butan-1 ,3-diyl und/oder Butan-1 ,4-diyl bezeichnet. R, , R 2 , bedeuten methyl, ethyl oder hydro- 
xyethyl, wahrend R A , R^, Rc die linearen C 8 -C2o-Alkyl-Gruppen octyl, decyl. undecyl. dodecyl, tridecyl, tetradecyl, 
pentadecyl, hexadecyl, heptadecyl, octadecyl, nonadecyl unoYoder eicosyl bedeuten. 

[0042] Ganz besonders bevorzugt werden in dem erfindungsgemaBen Vertahren Verbindungen der allgemeinen 
Formel (I) verwendet, wobei die Reste R<|, R 2 und R^ identisch sind und/oder R A , R^ und Rc identisch sind und/oder 
fOr den Fall, daB k > 1 ist die BrOckengruppen Bk Identisch sind. 

[0043] In samtlichen erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen kOnnen die Kbhlenstoff-Atome der Gruppen R t , 
R* R3k. Ra. r bk und Rc mit einem oder mehreren HaJogenatomen. insbesondere einem Oder mehreren FIuor-Atomen, 
und/oder einer oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxylgruppen und/oder einer oder mehre- 
ren -SH, -NH2, -NH- und/oder =N<3ruppen substituiert sein, wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht 
identisch sen kflnnen. Dabei werden die Verbindungen bevorzugt bei denen der Abstand zwischen dem ersten sub- 
stituierten Kohlenstoff-Atom und dem in der allgemeinen Formel (0 gezeichneten Stickstoff mindestens zwei kovalente 
Bindungen betragt Dies bedeutet also, daB ein oder mehrere der KoWenstoff-Atome der Gruppen B A , R 2 , R 3k . R A> R^ 
und Rc, die nicht direkt an eines der Atome X (Stickstoff oder Phosphor) der Verbindung 



I 



Rc 



(I) 



gebunden sind, substituiert sind. 

[0044] Ebenso kdnnen in samtlichen Ausfuhrungsformen die aliphatischen und/oder aromatischen Kbhlenstoff- 
Atome der BrOckgruppen Bk rrrit einem oder mehreren HaJogenatomen, insbesondere FIuor-Atomen, und/oder einer 
oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxylgruppen und/oder einer oder mehreren -SH, -NH 2 . - 
NH- und/oder =N-Gruppen und/oder einer oder mehreren linearen oder verzweigten C 1 -C 4 -Alkylgruppen substituiert 
sein, wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht identisch sein konnen. Als Substituenten der Kohlen- 
stoff-Atome der BrOckgruppen Bk werden insbesondere Methyl-, Ethyl-, Propyl-. i-Propyl-, Butyl-. 2-Methylpropyl- und 
tert-Butyl-Gruppen bevorzugt 

[0045] Ganz besonders bevorzugt wird das erfindungsgemaBe Verfahren mit den kationischen Verbindungen 
Ethandiyl-1 ,2-bis(dimetliykJecylammoniumbromid). Propandiyl-1 ,2-bis(dimethytdecylammoniumbromid). Ethandiyl- 
1 ( 2-bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) oder N, N\ N"-TrkJe<^-N,N,N\N^N M -pentamethyl-bis-(2-ammonioe- 
thyf)ammoniumbromid durchgefOhrt 

[0046] Wie bereits angesprochen, kann die mindestens eine kationische Verbindung sowohl als Feststoff, als auch 
in geloster Form zu der Probe gegeben werden. Wird die kationische Verbindung in Losung zugegeben, so werden in 
dem erfindungsgemaBen Verfahren 0,001 bis 10 Volumen, besonders bevorzugt 0,01-10 Volumen, noch bevorzugter 
0,05 bis 2 Volumen und insbesondere bevorzugt 1 Volumen der Losung der Probe zugegeben, also deutlich geringere 
Mengen als aus dem Stand der Technik bekannt GrdBere Oder Weinere Volumiha sind auch mdglich, falls dies prakti- 
sche Vorteile bietet Die Losung der kationischen Verbindung weist dabei eine Konzentration von 0,01% bis Sattigung, 
bevorzugt 0,5 bis 5%, besonders bevorzugt 2 bis 4% auf. 

[0047] Vor dem Inkontaktbringen kann die biologische Probe selbstverstandlich vorgereinigt werden, falls dies fur 
die weitere Verarbeitung von Vorteil ist. 

[0048] Nach dem in Kontakt bringen der kationischen Verbindung mit einer biologischen Probe kann die kationi- 
schen Verbindung mit der biologischen Probe vermischt und die Mischung inkubiert werden, wobei bevorzugt 10 Minu- 
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ten bei Raumtemperatur inkubiert wird. 

[0049] GemaG einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen der kationischen Verbin- 
dung und/oder dem gebikteten Komplex aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung weitere Mittel zur Unterstut- 
zung der Lyse zugefugt werden. Als Mittel zur Unterstutzung der Lyse kdnnen Alkohole, insbesondere verzweigte Oder 

5 unverzweigte CI - bis C4-Alkanole wie Isopropanol, Aldehyde, insbesondere niedere C1- bis C4-Aldehyde, verzweigt 
Oder unverzweigt, wie z.B. Glyoxal, Phenole, Phenolderivate, wie z.B. 2-Biphenylol, ionische, zwitterionische und nicht- 
ionische Verbindungen, Sulfhydryl reduzierende Reagenzien, insbesondere Dithiothreitol, PhosphorsSurederivate. ins- 
besondere Tributylphosphat, chaotrophe Reagenzien, wie Harnstoff, Carbonsauren, wie z.B. ZitronensSure oder 
Malonsaure, oder einfache Salze, wie Ammoniumsalze Oder Alkaliphosphate, einzeln oder in Kbmbination verwendet 

w werden. 

[0050] Ferner ist es gemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung auch denk- 
bar, die biologische Probe zu homogenisieren oder mechanisch oder enzymatisch auf sie einzuwirken, bevor oder wab- 
rend die kationische Verbindung zugegeben wurde/wird. Eine mechanische Einwirkung konnte zum Beispiel mit einem 
elektrischen Messer, einer Kugelmuhle, durch Zugabe von Partikeln oder durch Pressen durch eine Spritze geschehen, 
is wahrend geeignete Enzyme zur Einwirkung auf die Probe beispielsweise Hydrdasen, Proteasen oder Ljpasen sein 
konnten. Weitere Mdglichkeiten sind dem Fachmann bekannt und sollen hier urrrfaBt sein. Eine solche Behandlung der 
biologischen Probe konnte darin vorteilhaft sein, daB die kationische Verbindung besser mit ihren Angriffspunkten in 
Kontakt treten kann. 

[0051] ErfindungsgemaB werden die gebildeten Komplexe aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung durch 

20 Zentrifugation sedimentiert. Die Zentrifugation wird bevorzugt bei niedrigen g-Zahlen, insbesondere 500 bis 5000 x g, 
fur 3 bis 10 Minuten durchgefuhrt. Durch die Sedimerrtierung der Komplexe in ein Weines Pellet kann die weitere Auf- 
reinigung der NuWeinsauren in relativ Weinen Volumina durchgefohrt werden. Dies ist besonders fur Routineanwendun- 
gen von Vorteil. im besonderen bei automatisierten Verfahren. Durch die Zentrifugation bei niedrigen g-Zahlen konnen 
einfache Laborzentrifugen Verwendung find en. 

25 [0052] Die Komplexe konnen anschlieBend gegebenenfalls mit einem geeigneten Puffer oder mit Wasser gewa- 
schen werden, wobei Verunreinigungen entfernt werden konnten. Die Komplexe, bestehend aus kationischer Verbin- 
dung und NuWeinsauren, werden anschlieBend in einem relativ Weinen Volumen eines geeigneten Puffers wieder 
aufgelost wodurch die Nukleinsauren in dem Puffer freigesetzt werden. Danach kann en die Nukleinsauren bei Bedarf 
mit verschiedenea bekannten Verfahren in relativ Weinen Volumina weiter aufgereinigt werden. So konnen sie z.B. 

30 nach Einstellung entsprechender Bindebedingungen an eine Membran zur weiteren Aufreinigung gebunden werden. 
Aiternativ zur Abtrennung durch Zentrifugation konnen die Komplexe aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung 
durch Vakuum, Oberdruck, Zentrifugation oder Kapillarkrafte auf einer Oberf lache, z.B. der Oberf lache einer Membran 
oder auf dem Boden eines GefaBes konzentriert werden. Gegebenenfalls konnen die Komplexe hiernach in einer 
geeigneten WaschlOsung gewaschen werden, wodurch vorteilhaft verbleibende Verunreinigungen entfernt werden 

35 konnten. Die Komplexe konnen anschlieBend durch Zugabe einer geeigneten Reagenzien losung, gegebenenfalls ein- 
schlieBlich eines Enzyms und/oder mechanischer Einwirkung, unter nicht bindenden oder bindenden Bedingungen 
aufgelost werden, wobei die Nukleinsauren in die Losung freigesetzt werden. Werden sie unter bindenden Bedingun- 
gen aufgelost, konnen die NuWeinsauren z.B. auf derselben Membran wie oben mitteJs Zentrifugation. Vakuum, Ober- 
druck oder Kapillarkraften gebunden werden, wobei derartige Verfahren z.B. in der PCT-Anmeldung Nr. 

40 PCT/EP98/06756 beschrieben sind und hier durch Inbezugnahme inkorporiert sein sollen, und weiter aufgereinigt wer- 
den. Werden die Komplexe unter nicht bindenden Bedingungen geiost, konnen die freigesetzten Nukleinsauren mrttels 
Zentrifugation, Vakuum oder Oberdruck in einem SammelrOhrchen aufgefangen werden. Sie konnen anschlieBend bei 
Bedarf mrt verschiedenen, bekannten Verfahren in relativ Weinen Volumina weiter aufgereinigt werden. So konnen sie 
z.B. sebstverstandlich nach Einstellung entsprechender Bindebedingungen ebenfalls wieder an eine Membran oder 

45 andere Oberf lache zur weiteren Aufreinigung gebunden werden. 

[0053] Als biologische Probe mit NuWeinsauren konnen zellfreies Probenmaterial, Lebensmittelproben, die freie 
oder gebundene NuWeinsauren oder NuWeinsaurehaltige Zellen enthatten, Umweltproben, die freie oder gebundene 
NuWeinsauren oder NuWeinsaurehaltige Zellen enthatten, eine Suspension von Zellen, Bakterien, vlren oder Hefen, 
ein Gewebe jeder Art oder eine Winische Probe, wie Blut, Plasma, Serum, LeukozytenfraWionen, Crusta Phlogistica, 

so Sputum, Urin, Sperma. Faeces oder Abstriche, sowie eine Pflanze oder ein Pf lanzenteil oder freie NuWeinsauren ver- 
wendet werden, sowie jede weitere denkbare Probe, die NuWeinsauren errthart. 

[0054] ErfindungsgemaB werden die oben spezrf izierten kationischen Verbindungen in einem Kit zur Stabilisierung 
und/oder Isolierung von NuWeinsauren verwendet, das bevorzugt zusatztich geeignete Puffer enthaft. Das Kit kann 
daneben auch geeignete Mittel zur Unterstutzung der Lyse und/oder Mittel zur Aufreinigung der Nukleinsauren 
55 und/oder Mittel zur mechanischen Einwirkung und/oder Mittel zur enzymatischen Behandlung der Probe und/oder der 
Komplexe enthaJten. 

[0055] ErfindungsgemaB werden die oben spezifizierten kationischen Verbindungen zur Stabilisierung und/oder 
Isolierung von NuWeinsauren verwendet. Dabei entsteht ein Komplex, der aus einer NuWeinsaure und einer kationi- 
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schen Verbindung besteht. Dieser Komplex zeichnet sich durch seine besonders vorteilhafte, hohe Stability aus, 
wodurch Nukleinsauren vor einem Abbau aus der Probe selbst heraus oder durch Einwirkungen aus der Umgebung 
geschutzt werden. 

[0056] ErfindungsgemaB finden die oben spezifizierten kationischen Verbindungen Oder Komplexe Verwendung in 
pharmazeutischen Zusammensetzungen, diagnostischen Zusammensetzungen, wobei diese diagnostischen Zusam- 
mensetzungen sowohl die Diagnostik im medizinisch-pharmazeutischen Bereich umfassen sollen als auch die Unter- 
suchung von Lebensmittel- und Umwertproben, sowie Zusammensetzungen fur die Forschung. Zum Beispiel konnte 
der entstandene stabilisierte Komplex aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung vorteilhaft fOr die Einschleusung 
von pharmazeutisch wirksamer NS in erkrankte Zellen genutzt werden. 

[0057J Unter die im Rahmen der voriiegenden Erf indung beanspruchten Gegenstande fallen auch samtliche oben 
spezifizierten kationischen Verbindungen. 

[0058] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann in einfacher Weise zur Automatisierung der Stabilisierung und/oder 
Isolierung von Nukleinsauren herangezogen werden. Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens, namlich Stabi- 
lisierung der Nukleinsauren. Lyse der die Nukleinsauren enthaitenden Probe in einem einzigen Schrrtt und/oder Isolie- 
rung der Nukleinsauren aus der gleichen Losung, Sedimentierung der Komplexe bestehend aus NuWeinsaure und 
kationischer Verbindung bei niedrigen g-Zahlen, Verwendung von geringen Mengen an Camer-NuWeinsauren oder 
Carrier-Hilfen oder gar keiner Carrier-Nukleinsauren oder Carrier-Hilfen, sowie geringer Voluminader kationischen Ver- 
bindung sowie geringer Probenvolumina nach der Pelletierung, tragen einzeln und umso mehr in Kombination mitein- 
ander zur vereinfachten Automatisierung bei. Die DurchfOhrung in z.B. einem Multi-Weil-Modul. wie beispielsweise 
einem 8-Well oder 96-Well Modul ist ebenfalls moglich. 

[0059] Die vortiegende Erf indung soil im Rahmen der fblgenden AusfOhrungsbeispiele naher erlautert werden. 
[0060] Lineare, verzweigte und cyclische kationische Verbindungen werden gemaB den Beispielen 1 oder 2 herge- 
stelH Zur Bindung der Reste R A und R^ (fur k=1 wird Rc anstelle von R^ verwendet) durch nukleophile Substitution 
an die Stickstoff-Atome wurden tertiare Diamine oder tertiare Polyamine (k>1) mit einer vorbestirnmten Zahl an tertia- 
ren Stickstoff-Atomen in Losung mit einem UberschuB an Alkyihalpgenid unter Argon-Schutzgas versetzt. Die Stick- 
stoff-Atome sind dabei durch lineare (unverzweigte) Alkandiyl-BrOcken oder substituierte Xylylen-BrOcken der 
entsprechenden Lange n miteinander verbunden. Diese an sich bekannte Reaktion zur Quarternierung wurde bei 
erhahten Temperaturen durchgefOhrt. Alkylhalogenide, wie z.B. Alkylbromid oder Alkyliodid wurden im UberschuB ver- 
wendet. urn zum grOBten Teil vollstandig quarternierte Ammonium-Salze herzustellen. Die so erhaftenen Ammonium- 
Verbindungen wurden durch Rekristallisation aus verschiedenen Losungsmitteln und Losungsmittelgemischen, wie 
zum Beispiel Diethyl ether/Methanol, gereinigt 

[0061] Alternativ wurden kationische Verbindungen mit zwei kationischen Stickstoff-Atomen (k=1) synthetisiert.. 
Dabei wurden primftre a.to-Alkanyldihalogenide unter den Reaktionsbedingungen gemaB Beispiel 1 mit einem Uber- 
schuB an Alkyklimethytamin umgesetzt Die Alkyl-Kette der Amin-Verbindung kann hydroxyliert sein. weist aber keine 
HaJogen-Atome auf. Die Reinigung der kationischen Verbindungen erfolgt wie oben beschrieben. 
[0062] Ein Austausch der Qegenionen (Anion en A) kann mit Hilfe einer lonenaustauschersaule erfblgen. Exempla- 
risch ist in Beispiel 3 der Austausch von Bromid gegen Acetat beschrieben. 

Beispiel 1: Synthese von Ethandiyl-1,2-bls(dlmethyl-decyl-ammoniumbromid) 



[0064] In einem 21 Rundkolben mit RuckfluBkuhler. Heizpilz und Magnetruhrer wurde eine LOsung von 46.0 ml 
N.N.N'.N'-Tetramethylethylendiamin (35,4 g ( 0.30 mol) und 151.4 ml 1-Bromdekan (161,8 g. 0,73 mol, 20% UberschuB) 
in 850 ml Acetonitril und 280 ml Aceton for 42 h auf ROckf luBtemperatur erhitzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsge- 
misch auf Raumtemperatur abgekuhrt und dann eisgekuhrt urn die Kristailisation der Reaklionsprodukte zu vervollstan- 
digen. Die Kristallmasse wurde dann abgenutscht und zweimal mit insgesamt 200 ml kaltem Aceton gewaschen. Das 
feste Reaktionsprodukt wurde dann in einen 21 Rundkolben mit RuckfluBkuhler uberfuhrt und mit 1 ,8 1 Diethylether ver- 
setzt. Nachdem die Ruckf luBtemperatur erreicht war wurden bis zur vollstandigen Auf losung des Feststoffs Weine Men- 



[0063] 



CH 2 -N(CH 3 )2 
CH 2 -N(CH3)2 



+ 2 Br-(CHz)9-CH3 



CH 3x ©CH3 
C^-N-(CH2)9-CH3 

CH 2 -N-(CH2)9 CH 3 
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gen Methanol zugegeben. Insgesamt wurden dabei rund 350 ml Methanol zugegeben. Das Produkt kristallisierte uber 
Nacht bei 4 °C aus und wurde dann abgenutscht und im Vakuumtrockenschrank bei 60 °C getrocknet. Die erste Frak- 
tion ergaben 102 g trockenes Produkt (60% theoret Ausbeute). Eine zweite Fraktion aus dem Reaktionsansatz erga- 
ben nach dem Umkristalllsieren 1 ,8 g trockenes Produkt. Die DC-Analyse des trockenen Produkts (Silica RP18 Platte; 
mobile Phase: Chloroform 25%, Methanol 16%, n-Propanol 25%, Ethylacetat 25%, 0,25%ige wassrige Kaliumchlorid- 
Losung 9%) ergab nach Anfarbung in der lodkammer einen neuen Substanzfleck. Edukte waren keine mehr vorhan- 
den. 

[0065] Analog zu der oben beschriebenen Darstellung von Ethandiyl-1 ( 245is(dimethyWecyl-amrroniurnbromid) 
erfolgt die Darstellung der cyclischen Verbindungen, also der Verbindungen, in denen die Reste R A und R c zusammen 
einen Rest R AC bilden. Exemplarisch sei hier die Reaktionsgleichung der Darstellung von N,N'-Dioctadecyl-N,N'-dime- 
thylpiperazindiiumdibromid aus 1 ,4-Dimethylpiperazin und Octadecylbromid angegeben: 




2 Br-(CH2) l7 CH3 



HjC<CH2) I7 




Beispiel 2: Synthese von N,N\N^Tritetradecyl-N > N,N\N^N"-pentam 
mid 

[0066] 



CH 3 CH 3 

CH 3 -N CH 3 -N-(CH2)i3-CH3 

CHz CH 2 

CH 2 ^ CH 2 

CH 3 -N + 3 Br-(CH2)i 3 CH 3 * CH 3 -N-(CH 2 )trCH 3 3 Br' 

CH 2 CH 2 

Oh CH 2 

I ® I 

CH 3 -N CH 3 ~N-(CH2)i3-CH 3 

CH 3 CH 3 



[0067] In einem 21 Rundkolben mit RuckfluBkuhier, Heizpilz und Magnetruhrer wurde eine Losung von 20,9 ml 
N,N,N\N\N M i)entamethyldiethylentriamin (17,3 g, 0,10 mo!) und 93,5 ml 1-Bromtetradecan (99,8 g, 0,36 mol, 20% 
ClberschuB) in 500 ml Acetonitril und 150 ml Aceton Qber 72 h auf RucWlu8temperatur erhitzt. 
[0068] AnschlieBend wurde das Reakttonsgemisch auf Raumtemperatu abgekuhlt und uber Nacht bei 4°C gela- 
gert urn die Kristallisation der Reaktionsprodukte zu vervollstandigen. Das kristallisierte Feststoff wurde abgenutscht 
und zweimal mit insgesamt 200 ml kaltem Aceton gewaschen. Der Feststoff wurde in einen 11 Rundkolben mit ROck- 
f luRkQhler uberfQhrt, mit 1 ,8! Diethylether versetzt und auf RGckfluB erhitzt. Urn den Feststoff komplett zu losen wurde 
250ml Methanol zugegeben. Die Losung wurde dann auf Raumtemperatur abgekuhlt und uber Nacht bei 4°C gelagert. 
Das ausgefallene Produkt wurde abfiltriert und bei 60°C im Vakuumtrockenschrank getrocknet Die Ausbeute betrug 
60,1 g (59% der theoret Ausbeute). Aus dem Fiftrat des ursprOnglichen Reaktionsansatzes konnten nach Umkristalli- 
sieren weitere 3,1 g Produkt erharten werden. Die DC-Analyse (Silica RP18 DOnnschichtplatte; mobile Phase: Chloro- 
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form 25%, Methanol 16%. n-Propanol 25%, Ethylacetat 25%, 0.25%ige waBrige Kaliumchlorid-Ldsung 9%) zeigt nach 
Anfarben in der lodkammer einen neuen Spot. Edukte konnten nicht mehr nachgewiesen werden. 

Beisplel 3: Darstellung von kationischen Verbindungen mlt Acetat als Gegenanion 

[0069J Eine chromatographische Saule wurde mit 8g Dowex® 1 x8-400 Anionentauscher gepackt. Die Saule wurde 
grundiich mit 50% wassrigem Methanol gewaschen bis das Elual farblos war. Die Saule wurde dann mit insgesamt 20 
Saulenvolumen einer 1M Essigsaure beladen, mit destilliertem Wasser bis zur Neutralist gewaschen und scWieSlich 
mit 10 Saulenvolumen 50 % wassrigem Methanol gespuH. Nach diesen Waschschritten wurde eine Losung von 1 g der 
kationischen Verbindung in der Bromidform in 2 ml 50 % wassrigem Methanol mit einer FluSrate von 1 ml/min auf die 
Saule gegeben. Die Verbindung wurde in 15 Saulenvolumen mit 50% wassrigem Methanol eluiert Durch Gefriertrock- 
nung wurde das Produkt aus dem Eluat isoiiert GemaB den als Beispiel 1 angegebenen Reaktionen wurden die fol- 
genden Verbindungen, die aJle aus Diethylether/Methanol umkristallisiert wurden, hergestellt: 



BSuktt 




Aiabeut* 


Produkt 




OcJyfcfomid 


42h 


45% 


EttfflncByM^-HMoctyl dimethyl owncniun 
browtid) 


TebamefliytetfiytoiKfian^n 


DocytMtxnid 


42 h 


65% 


EtfianifiyM,2-bfe(d8cyf dkrietftyl anvnontum 
bfocnkf) 


i cvametnyKcnyienatarran 


Dodecytoromid 


42h 


63% 


EthandfyM ,2-bte(doclecyf dimethyl ammonium 


Tfltrarocfhytothytandlantin 


T. J. irl-i lA,, t j 

t wraoecyjoronno 


421) 


35% 


Etharxflj4-1 j2-t)b(tetradecy1 dimethyl 


Tebanethyto0iytomSaR*i 


Hexadecytxwnkl 


42h 


41% 


Ethant^U-bfetfwca^ 


TetranwthyteOTyterKfianrt^ 


Octadecytoromid 


42h 


14% 


EthandJy^U43b<octadecy<<fime*hy* 


1.4^imethy(piperazjn 


OctacJecytoromid 


42h 


42% 


N,N ^ortadecy^.N*^imethyt pjperadn- 
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TotramctftytprcpafxJiamin 


Decytxomid 


42 h 


77% 


PropandJyH ,3-bb(docy1 dimethyl ammonium 
brcmfcf) 






Oodocybforrwd 


42 h 


85% 


PropAndfyf* 1 ,3-bis(dod6cyf dfoathyl 


10 










ammonium bromid) 




Tctranfldh^pFOftflfl^Jfa^Min 


■ HI OUDbJWI M 1 m* 


42 h 


55% 


PropandtyM ,3-bb(tetradecyt dknettvyl 
ammonium brcrntf) 


15 


y . _. .«. | r n .,|n 

i cn«TKViyjpfopanaiam(n 




42h 


91% 


PfopandryM , 3-bit (hexadocyi dfcT*th>4 
ammonium bromid) 




HexadecyfcfomW 


20 






42 h 


87% 


Piijpaodiyt-1 3-bte^octadocyl dknotfryt 
ammonium bmmkl) 


25 




1-Brom-3- 
mettryfcutan 


42h 


96% 


Rnartfyl-1 ,3-b«(3-matnyt>ut)4 (ftnotfry* 
smmonwm bromid) 




Trfiiwm^liuliiil juHlmiJil 

i ouwnouiyKXiuMiuiwTNn 




J? h 


IQTB 


fUAiidM-l J MMitaml dhurftml Miwiin 

(XWIUTrl,^ UU(IAH<yi USIIWiyi mhimUII 
\jiijdtmSj 


30 




Dadecytwumid 


42h 


82% 


ButandryM ,4-bis(dodacyl dknotfiyl *nmonk*n 
bromid} 


35 




Tetradocytofomkl 


42 h 


56% 


BubndyM ,4-bia(tBiradecjrt dimethyl 
ammonium brorrrid) 


40 




HcxBdocyfcrpfnid 


42 h 


50% 


Butsnd^1/4-bi*<nexadecy< dlmettiyf 
ammonium bromid) 






42 h 


3Z% 


ft nt 4 A titaf imiii iImiii i tl in ilti 1 

puugwiyv OM^utuiuocy avnooiyi 

ammonium bromkJ 








45 


ftnnMuiyiiUKraiaran 


Ejcoaytxomid 


42h 


72% 


ButantfyM.44a(efc05yf dimethyl ammonium 


50 


PontantottiykSeBiytafi- 
triamln 


OctytvomJd 


42h 


13% 


(2-ammontoettMVamnKx riumbromid 
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Pantamethytttothyten- 


Docytxomkj 


42 h 


53% 














trtanJn 


DodecytxcmkJ 


42 h 


42% 




triianiin 


Tetredecytxomld 


42 h 


54% 


pentanM«hyl^9-(2-flnmonioetfT^ 
arrtrnorthjui* j*iid 


trtafnin 


Hexadecytoromid 


42h 


58% 


pontarw*hy«)bH(2-anwTK^ 


Qui Mill ■» 

trtarrdn 


OctadscytmniM 


42h 


30% 




n lt1 |, t — » »• ■ » _ 

• uiuinHJiyujuiriyioo- 
trtamhi 


Eicosytttomid 


42h 


38% 


WJTtrieteosyl^^ 



[0070] GemaB der angegebenen AJternative wurden die folgenden Verbindungen, die alle aus Diethylether/Metha- 
nol umkristailisiert wurden, hergestelrt: 



Edufcte 




Ausbeut* 


Predufct 




Decytemin 


46h 


53% 


ElhantfyM^^fccy! dimethyl ammonium 


1,2-Ofcromethan 


Dcxtecytanun 


48h 


55% 


Etharxflyl-1 ,2-b»(*xtecy1 dimethyl arFrwnium 
bromkD 
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1,2-DfcrcmeChan 


Tetradecytamin 


48h 


53% 


EthaxJM-U-*»(te(radecy1 dimethyl 
ammonium bfornkQ 




1,2-Ofcromettun 




46h 


50% 




10 


Hexadecytamto 


EthandJyM>bte<rwxadecyl dimethyl 
ammonium bforrtd} 




1.2-Dfcromethan 


Octadecytamln 


48h 


48% 


Ethancflyt-I^^octadecyl dmethyi 
Ammonium bromld) 


15 


1 ,3-Dfefompropan 


Decytantin 


4* 


68% 


PrcpandJyM ,3-W»{decyJ dfcnathyl ammonium 
bromkJ} 


20 


1,3-Dftrompropan 


Dodecytamln 


48h 


65% 


rroparnyi- i.xn^oooecyi ovneinyi 
ammonium bromld) 


25 


1 ,3-Dibrofnccopan 


Tetradecytamin 


48h 


63% 


Propand^13-b^tettadecyldiT»etfTyt 
ammonium bronwd) 




1,3-Dibrampropan 


1 lexadecytanfcri 


48h 


64% 


PTopand^1,3-fete(hc<iripcyi dfrrv6tft)4 
ammonum bromkf) 


30 


1 ,3-Oteompropan 


Octadecytamln 


48h 


60% 


PfcpandiyM ,3-bct(octadecyt dimethyl 
ammonium txornid} 


35 


1,4-Dkrombutan 


Docytamln 


48h 


65% 


BUand^1.4^decytd«n^ammoniuTi 
bromid) 


40 m 


1,4-Dkromtoutan 


Dodecytamin 


48h 


66% 


ButandM-1 < 4-bto{dodecyl dmethyf ammonium 
bfomid} 




1,404)fombutei 


TetradecyfcSTiin 


48h 


63% 


Butandlyt*1 l 4-oto(latradecyt <Smethyt 
ammonium bromid) 


45 




Heaadecytarnln 


48h 


65% 


BiAand^1,4-bb(hexBdecyl JlHwJhyl 
ammonium bromld) 


50 


1,40ferambutan 


Octadocytanin 


48h 


60% 


BUandfyM.4^octadacyt dimethyl 
ammonium bramjd) 
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Beispiel 4: Referenzbeispie! 

[0071] Als Modell fur die Isolierung von Virus RNA aus Plasma dient ein radioaktiv markiertes. 4,5 kB langes in vitro 
Transkript des Evx-Genes aus der Maus. Die radioaktive Markierung erfolgt dabei durch den Einbau von a 32 P-UTP 
durch die T7-RNA- Polymerase in das RNA-Transkript 

VersuchA 

[0072] In einem 1,5 ml ReaktionsgefaB werden zu 140 ^ Plasma 4 Volumen (560 nO einer 3,6 %igen Ldsung von 
Tetradecyltrimethylammonium Oxalat gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wind Carrier RNA (poly A RNA 
einer LSnge von 700 Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie radioaktiv markiertes Transkript. 
Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut gemischt und fOr 10 min bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden for 2 min bei 10000 x g sedimentiert der 
Oberstand abgenommen und das Pellet in 600 jJ eines Guanidiniumthiocyanat haltigen Puffers resuspendiert und mit 
1 Volumen 70 %igem Ethanol versetzt Die Probe wird auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Sauie aufgetragen 
und mittels Zerrtrifugation fOr 1 rrtin bei ca. 6000 x g durch die Membran hindurchgefuhrt. Die spin-Saule wird zweimal 
mit einem Ethanol und NaCI haltigen Puffer gewaschen, wobei der Puffer wiederum durch Zentrifugation fOr 1 min bei 
ca. 6000 x g durch die Membran gefQhrt wird. Die Membran wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die 
RNA rrrit 50 \il RNase freiem Wasser mittels Zerrtrifugation fOr 1 min bei ca. 10 000 x g eluiert 
[0073] Wahrend des Prozesses werden alle Fraktionen (Oberstand, Durchbruch, Waschpuffer, spin-Saule und 
Eluat) gesammelt und anschlieBend wird die Verteilung des radioaktiv marWerten Transkriptes in den einzelnen Frak- 
tionen durch Messung in einem Szintillationszahler bestimmt 



Tabelle 1 



Verteilung der radioaktiv marWerten RNA im Oberstand und im Eluat in Abh&ngig- 
keit von der Carriermenge. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus den Anteilen an 
RNA in den Qbrigen Fraktionen (Spin-Saule und Waschpuffer). 


Carriermenge/ug 


RNAimOberstand/% 


RNA im Eluat/% 


0 


83 


3 


2,5 


79 


13 


5 


63 


26 


7,5 


49 


39 


10 


30 


55 


25 


8 


75 



VereuchB 

[0074] In einem 15 ml ReaktionsgefaB wird zu 1 ml Plasma 2 ml einer 3,6 %igen Losung von Tetradecyltrimethyl- 
ammonium Oxalat gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird Carrier RNA (poly A RNA einer Unge von 700 
Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie radioaktiv markiertes Transkript Der Deckel des Reak- 
tionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut gemischt und fOr 10 min bei Raumtemperatur inkubiert Die Komplexe 
bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fOr 1 0 bis 40 min bei ca. 4500 x g sedimentiert. 
[0075] AnschlieBend wird der Anteil des radioaktiv marWerten Transkriptes im Sediment und im Oberstand durch 
Messung in einem Szintillationszahler bestimmt 
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Tabeile 2 



Anteil radioaktiv markierter RNA (in %) im Sediment in Abhangigkeit von der Carrier- 
menge sowie der Zerrtrifugationszeit. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus dem 
Anteil an RNA im Oberstand. 


Zentrifugationszeit/min 


50 jig Carrier 


100 ng Carrier 


150 jig Carrier 


10 


22% 


nd 


nd 


20 


31 % 


79% 


84% 


30 


36% 


nd 


nd I 


40 


46% 


89% 


91% 



15 

[0076] Die beiden Versuche zeigen, daB sowoW sehr hohe Cariermengen als auch hohe g-Zahlen n&tig sind. um 
die RNIA/Tetradecyrtrimethylamrnonium Oxalat-Kbmplexe zu pelletieren. 

Beispiel 5: 

20 

[0077] Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens werden in den folgenden Beispielen dargestellt. 
[0078] Als Modeil fOr die Isolierung von Virus RNA aus Plasma dient ein radioaktiv markiertes 4,5 kB langes in vitro 
Transkript des Evx-Genes aus der Maus. Die radioaktive Markierung erfolgt dabei durch den Einbau von alpha 32 P-UTP 
durch die T7-RN A- Polymerase in das RNA-Transkript 

25 [0079] In einem 15 ml ReaktionsgefaS werden zu 1 m! Plasma 1 ml einer 0,5 %igen Losung von Ethandiyl-1,2- 
bis(cfirnethykiecyiammoniumbromid) gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wind Carrier RNA (poly A RNA 
einer Lange von 700 Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie racfioaktfv markiertes Transkript. 
Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut gemischt und fOr 10 min bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Komplexe bestehend aus RNA und Kationischer Verbindung werden for 20 min bei ca. 4500 x g secfimentiert 

30 [0080] AnschlieBend wird der Anteil des radioaktiv markierten Transkriptes im Sediment und im Oberstand durch 
Messung in einem Szintillationszahler bestimmt 



Tabeile 3. 



Anteil radioaktiv markierter RNA (in %) im Sediment in Abhangigkeit 
von der Carriermenge sowie der Zerrtrifugationszeit. Die Differenz zu 
100 % ergibt sich aus dem Anteil an RNA im Oberstand. 


Carriermenge/ug 


RNA im Sediment/% % 


0 


95% 


5 


96% 


10 


94% 



45 

[0081] Trotz geringer oder gar keiner Carriermengen und einer Sedimentation der Komplexe bestehend aus RNA 
und kationischer Verbindung bei niedrigen g-Zahlen wird eine hohe RNA-Ausbeute im Sediment erhalten. 

Beispiel 6: Konzentrierung der Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung auf unterschiedli- 
50 chen Membra nen 

[0082] Es wird 200 ul Plasma mit 200 uJ einer 1 %igen Losung von EthandiyM ,2-bis(dimethyldecylammoniumbro- 
mtd) gemischt. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird radioaktiv markiertes Transkript gegeben (s. Beispiel 5). Es 
wird keine zusatzliche Carrier- RNA zugesetzt. Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut 
55 gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbin- 
dung werden auf unterschiedlichen Membranen konzentriert, indem sie durch Zentrifugation fur 2 min bei 10000 x g in 
spin-Saulen, die eine entsprechende Membran enthalten, die zur mechanischen Unterstutzung auf einer Polypropylen- 
frrtte plaziert wird und mit einem Spannring fixiert wird, durch diese Membran gefuhrt werden. Die loslichen Bestand- 
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teile binden hierbei nicht an der Membran. 

[0083] AnschlieSend wird der Anteil des radioaktiv markierten Transkriptes im Durchbruch und auf der spin-Saule 
durch Messung in einem SzintiUationszShler bestimmt 

5 

Tabelle 4 



Anted radioaktiv markierter RNA (in %), die auf der entsprechenden Membran zurGck- 
gehalten wurde. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus dem Anteil an RNA im Durch- 
bruch. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt 


Membran 


Ausbeute 


Pall Hydrolon HNPH 3R 3jim PorengrdBe 


21% 


Nylon, hydrophob 


20% 


Pall Hydrolon 1,2 um PorengrdBe 


39% 


Nylon, hydrophob 


38% 


Pall (FluoRepel) Supor 450 


43% 


Pdyethersutfbn.hydrophob 


46% 


Pall Ruarotrans PVDF 0,2 um 


40% 


Polyvinylidendifluorid, hydrophob 


40% 



25 [0084] Das Ergebnis zeigt, daB die Kbmplexe aus NuHeinsaure und der kationischen Verbindung auch auf geeig- 
neten Membranen aufkonzentriert werden kOnnen. 

Beispiel 7: Isolierung von RNA aus Plasma durch Kbmplexierurig mit kationischen Verbindungen und nachfolgender 
Aufreinigung an einer Silica-Membran 

30 

[0085] In einem 2 ml ReaktionsgefaB wird zu 1 ml Plasma 1 ml Lysepuffer zugeben, der neben 1 - 20 % (w/v) 
Ethandiyl-1 .2^s(dimethyWecylamnTOniumbrorriid) noch Harnstoff in einer Konzentration von 1 - 6 M, und/oder Tributy- 
Iphosphat in einer Konzentration von 0,1 - 1 % (v/v), lind/oder Drthiothreitol in einer Konzentration von 5 - 40 mM, 
und/oder Isopropanol in einer Konzentration von 10 • 50 % (w/v) enthalten kann. In den Deckel des ReaktionsgefaBes 

35 wird radioaktives Transkript, sowie 10 fig poly A-Carrier-RNA pipettiert (siehe Beispiel 4); der Deckel geschlossen und 
der Ansatz gut gemischt. Der Ansatz wird 10 min bei Raumtemperatur inkubiert Die Komplexe aus RNA und kationi- 
scher Verbindung werden in der Eppendorf Zentrifuge 541 7 fflr 3 min bei 3000 rpm = ca. 1000 x g sedimentiert und der 
Dberstand abpipettiert. Das Pellet wird in 500 uJ eines Trishydroxymethylaminomethan (Tris HO) Puffers mit einem pH- 
Wert von 6 - 8 und mit hoher Salzkonzentration z.B. 2 - 5 M LiCI 2 - 5 M Natriumacetat, 4 - 6 M Guanidiniumthiocyanat, 

40 oder 2 - 6 M Guanidinhydrochlorid (GuHCt) gelOst Zur besseren Resuspendierung des Pellets kann der Puffer auf 
60°C erwarmt werden. AuBerdem kann dem Puffer Proteinase K zugegeben (400 jig) und der Ansatz dann for 10 min 
bei 60°C inkubiert werden. Dann wird 500 ul einer Uteung, die 40 - 98 % (v/v) Ethanol enthait, zugegeben. Eine oder 
beide Lflsungen kftnnen daruber hinaus auch ein nicht ionisches, oder zwitterionisches Detergenz, wiez B Triton® X- 
100, Nonidet-P40, TWEEN® 20, CHAPSO oder ZWITTERGENT® 3-12 in einem Kbnzentrationsbereich von 1 - 20 % 

45 enthalten. Die Losung wird auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule geladen und durch Zentrifugation for 1 min 
bei ca. 3700 x g durch die Membran gefuhrt. Die spin-Saule wird zweimal mit jeweils 700 eines Ethanol und NaCI 
haltigen Waschpuff ers gewaschen, wobei der Waschpuffer mit Zentrifugation bei 1 0 000 x g durch die Membran gefOhrt 
wird. Die spin-Saule wird for 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert. und die RNA in zwei Schritten mit je 30 ul Wasser 
von der Silica-Membran eluiert 

so [0086] Wahrend des Prozesses werden aile Fraktionen (Dberstand, Durchbruch, spin-Saule und gesammelt und 
anschlieBend wird die Verteilung des rajioaktiv markierten Transkriptes in den einzelnen Fraktionen durch Messung in 
einem Szintillationszahler bestimmt. 

[0087] In Tabelle 5 sind exemplarisch Ergebnisse von unter den oben genannten Bedingungen durchgefQhrten Auf- 
reinigungen von radioaktiv markierter RNA aus Plasma dargestellt. 

55 
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Tabelle 5: Ausbeute an radioaktiv markierter RNA im Eluat. 
Die Angaben erfolgen in Prozent der eingesetzten Gesamtmenge 
radioaktiver RNA. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus den 
Anteilen an RNA in den iibrigen Fraktionen (Oberstand, 
Durchbruch und Spin-Saule) . 



Lysftpuffor 


Aufreinl gungspuffer 


Ausbeute 


1%EthandiyH,2- 

b^dfmethyWecylammoniumbromW). 50 mM Tris HCI 
pH7,5 


2 M GuHCI 50 mM Trts HO pH 7.5 
80 % (v/v) Emand 


42% 


1%QhandfyH,2- 

bis(dbnethyldecy(ainnionfumbfoniid), 50 mM Tris HCI 
pH7,5 


3 M GuHCI 50 mM Tris HO pH 7,5 
80* (v/v) Ethan* 


45% 


1%EthandiyM,2- 

Ws^ettry^^ 50 mM Tris HO 


5 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7.5 
80 % (v/v) Eihand 


53% 


1%Bhandly|.1^- 

Ws<dkT>ethyWecylammonjumbromkJ), 50 mM Tris HCI 
pH 7,0 


6 M GuHCI 50 mM Trts HQ pH 7,0 
40%(v/v)Ethand 


40% 


1%Bha«dryH^- 

brs(amethyWecylammoniumbrom(d). 50 mM Tris HCI 
PH7.0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
60 % (v/V) Ethand 


32% 


1 %EmandiyM,2- 
b^s(dvnethyk^1ammoniumbrc^ 50 mM Tris HQ 
PH7.0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
80 % (Wv) Ethand 


24% 


1 %ahandiyM,2- 
W$(droethykiectfammonrtJmt^ 50 mM Tris HQ 
pH7,0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
98% (v/v) Ethanol 


31% 


20%Emandiy«-1 t 2- 
Ws(cfimethyWecylammonlumbromld), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 

80 % (v/v) Bhand. 10 % (v/v) Nonkfet P40 


50% j 
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5 


20%EthandlyM.2* 

bis(dlm ethyfdecylam monium bromid) , 

50 mM Tris HQ pH 7,0. 6 M Hamstoff 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCJ pH 7,0 

80 % (v/v) Ethanol. 10 % (v/V) NonWet P40 


32% 


10 


5%Ethandiyt-1 r 2- 

Ws(dlm«myWecytammoniumbromid), 
50 mM Trts HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff, 
0,2 % (Wv) Tributytphosphat 


8 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7.0 
80 % (v/v) Ethanol, 10 % (Wv) NonW 


letP40 


64% 




5%Bhandiy»-U- 
bfe(<fimethyldecylammonhJmbromld), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff. 
0.8%(v^)Tobutyfphosphal 


6 M GuHCI 50 mM Tris HQ pH 7,0 
80 % (Wv) Ethanol, 10 % (v/v) Nontd 


tetP40 


50% 


15 


5%Ethan<flyH r 2- 

bis<dmiethytd8cytammoniumbromkJ), 
50 mM Tris HCI pH 7,0. 3 M Hamstoff, 
0,8 % (Wv) Tributylphosphat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HQ pH 7,0 
80 % (Wv) Ethanol, 10 % (v/v) Nodd 


etP40 


36% 


20 


1 %EmafwflyH^- 

Ws<<fimamyfo^cylammonk4mbfomid), 
50 mM Tris HCI pH 7,0. 3 M Hamstoff. 
30%(*fc)tsopropanoi 


6 M GuHCI 50 mM Trts HQ pH 7,0, 

5 % (v/v) Nonidet P40 

80% (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 


66% 


25 


1 % EmawfiyH^- 

b^dmethyWecytammoniumbromW), 
50 mM Tris HQ pH 7,0, 3 M Hamstoff, 
40%(Wv)lsopropanol 


6 M GuHCI 50 mM Tris HQ pH 7.0, 
5 % (v/v) NonWet P40 
80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonide 


tP40 


49% 




2%Bhan<fiyH^- 

bfe(c&n8thyWecytammonhwbromkf), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff. 
30%(vM1soprooanol. 10 mM DitWotreitol 


6 M GuHQ 50 mM Tris HQ pH 7,0. 
5 % (Wv) Nonidet P40 
80% (v/v) Ethanol. 10% (v/v) Nonide) 


tP40 


65% 


30 


2 % EtharKfiyi-1,2- 

bfe(olmetm^cylamn>onlumbiomid). 
50 mM Tris HQ pH 7,0. 4 M Hamstoff, 
ju % (v/v) isopfopanof, 5 mM Dithtotrertot 
0,3 % (v/v) Tributylphosphat 


6 M GuHQ 50 m M TriS HQ pH 7.0. 

5% (v/v) Nonidet P40 

80 % (Wv) Ethanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


71% 


35 


2 % Ethano?yM,2- 

LH^uiiTieuiyioecyTarnrr^ 

50 mM Tris HCI pH 7,0, 4 M Hamstoff, 

30% (v/V) Isopfopanol, 5 mM Dttttotrettol 

0.3% (Wv) Tributylphosphat 


6 M GuHQ 50 mM Trts HQ pH 7,0, 

1 % (v/v) Nonidet P40, 400 ug Proteinase K 

80 % (Wv) Ethanol, 10 % (Wv) Nonidet P40 


78% 


40 


%EmandjyH> 

Ws(dimemyktecylammoniumbromW). 50 mM Tris HQ 
PH7.5 


2 M UQ 50 mM Tris HQ pH 7.5 
80% (v/v) Ethanol 


39% 


45 


1%Ethano1yt-U- 

bis<dimemy»oecytammoniumbromid), 50 mM Tris KCJ 
PH7.5 


5 M UQ 50 mM Tris HQ pH 7.5 
BO % (v/v) Ethanol 


38% 




2%BhandiyM,2- 

bfe<diniemyloecytammomumD 50 mM Tris Ha 
PH7,5 


2 M Natrium acet at pH 6,5 
70% (v/v) Ethanol 


31% 


50 


2%Ethandiyl-1,2- 

l^djmethytdecylammoniumbromld), 50 mM Tris HCt 
>H7,5 


4 M Natrium acetat pH 6,5 
70% (Wv) Ethanol 


30% 



55 
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5 ; 


1%EthandiyH,2- 

bis(dimelhyldecyiammoraumbromid), 50 mM Tris HCI 
PH7.5 


4 M Guanidniumthiocyanat, 50 mM Tris HCI 
pH 7,0 

80 % (v/v) Ethanol 


59% 




1%Elhandiyt-1.2- 

bis(tfmethyWecy)animoniurnbromid), 50 mM Tris HCI 
PH7.5 


6 M Guanidiniumthiocyanat 50 mM Tris HCI 
pH7,0 

80 % (v/v) Ettianol 


48% 


10 


INEthaiHfiyH^- 

Ws(difnetfiy!<Jecyiammoniumbromjd) f 50 mM Tris Ha 
pH7,5 


5,5 M GuanWiniumlhiocyanal, 40 mM 
Natriumdtrat pH 7.5, 1 % (v/v) Triton® X- 
100 

98 % (v/v) Ethanol 


34% 


15 


1 % EthandiyM ,2- 

b^dimethyWecylammoniumbromkJ). 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


5.5 M Guankfiniumthiocyanat 40 mM 
Natriumdtrat pH 7,5, 5 % (v/v) Triton® X- 
100 

80% (v/v) Ethanol 


43% 


20 


1 %BhandlyJ-1^- 

b^d^ethyWecytammoniumbromid). 50 mM Tris HQ 
PH7.5 


5,5 M Guankfiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumdtrat pH 7,5. 1 % (v/v) TWEEN® 20 
80 % (v/v) Ethanol 


20% [ 


1%Bhan<iiy»-1> 

bfe(d^ethyldecytemmonJumbfomW), 50 mM Tris HCI 
pH7.5 


5.5 M GuanMniummtocyanat, 40 mM 
Natriumdtrat pH 7,5, 3 % (v/v) TWEEN® 20 
68 % (v/v) Ethanol 


20% 


25 


1%EtrandiyM.2- 

bfe((firrtethyWecytammonkjmbfW 50 mM Tris HCt 
PH7.5 


5,5 M Guankflnfummtocyanat, 40 mM 
Natriumdtrat pH 7.5, 3 % (w/v) 
ZWITTERGENTO3-12 
98 %(v/v) Ethanol 


58% 


30 


1% EthandiyM .2- 

Ms(dimethyld6cy1ammoniumbfomid), 50 mM Tns HCI 
PH7,5 


5,5 M GuanWinkmnthiocyanat 40 mM 
Natrium crtrat pn 7,o, o 7» (w/v) 
ZWITTERGENT® 3-12 
98% (v/V) Ethanol 


37% 


35 


1% EthandiyM .2- 

bi8((fimethyWecytarnmoniumbf omld), 50 mM Tris HQ 
PH7.5 


5,5 M Guanidirtf umthiocyanat, 40 mM 
Natriumdtrat pH 7,5, 1 % (w/v) CHAPSO 
98 % (v/v) Ethanol 


22% 


1%Emandryi-1> 

bisCcfimelhyWecytammoniumbromicD. 50 mM Tris HQ 
DH 7.5 • 


5.5 M GuanicfinlumtMocyanat. 40 mM 
Natriumdtrat pH 7,5, 3% (w/v) CHAPSO 
98 % (v/v) Ethanol 


19% 



40 



Bei spiel 8: Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

[0088] Ein Zeilpellet bestehend aus 1 x 10 exp.7 HeLa-Zellen aus einer Suspensionskuitur wird in 1 ml einer 
45 2%igen Losung (w/v) von EthandiyM ,2-bis(dimetyldecy1ammoniumbromid), gepuftert mrt einem Tris-HCI Puffer pH 7,0 
und versetzt mrt 10 ui B-Mercaptoethanol pro ml Losung aufgenommen, mittels etnes Pofytron-Homogenisators in 
einem Eppendorf-ReaktionsgefaB zerWeinert und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert 
[0089] Dann wird die Losung fur 3 min bei ca. 1000 x g zentrrfugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das 
Sediment in 200 |d einer Losung bestehend aus 4 M Guanidin-thiocyanat, 0,2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet 
so P40 gekSst AnschlieBend werden 100 ul saures Phenol zugegeben und die Losung wird durch kraftiges Schutteln 
extrahiert. Nach Zugabe von 100 uJ Chloroform wird die Losung abermals durch kraftiges Schutteln extrahiert und zur 
Phasentrennung fur 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert Die wasserige Phase wird abgenommen und mit 100 nl Chloro- 
form reextrahiert wie oben beschrieben. Die wasserige Phase wird abgenommen und die NukJeinsauren werden durch 
Zugabe von 200 \A Isopropanol for 30 min bei -20° C ausgefallt Die ausgefallten Nukleinsauren werden durch Zentri- 
55 fugation fur 5 min mit 20000 x g sedimentiert, der Uberstand wird abgenommen. das NuWeinsaure-Sediment wird ein- 
mal mit einer 80 %igen Ethanol-Losung gewaschen, getrocknet und in RNase-freiem Aqua dest. gelGst. 
[0090] Die Menge an isolierter NuWeinsaure wird durch Messung der Licrrtabsorption bei einer WeJIenlange von 
260 nm ermrttelt, und die Reinheit der NuWeinsaure wird durch die Bestimmung des Verhaltnisses der Licrrtabsorption 
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bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabelle 6). 



Tabelle 6 



RNA-Ausbeute und Reinheit bei Einsatz von 1 x 10 exp.7 HeLa-Zellen. 
Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur die RNA herangezogen ( 1 OD 250 nm 
=40 ug/ml), die OD-Messung erfolgt in Wasser. Es wird eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. 


Proben Nr. 


AusbeuteAig 


OD 260nm/280nm 


1 


51.2 


1,85 


2 


135 


1.66 | 


3 


77,9 


1.69 



[0091] Das Ergebnis liegt im Rahmen der Erwartungen an Gesamt-RNA, die man aus 10 exp. 7 HeLa-Zellen iso- 
lieren kann. 

Beispiel 9: Isolierung von Gesamt-RNA aus Mausniere 

[0092] Jewells 20 mg Nierengewebe wird in 1 ml einer Losung, die 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimetyWecylammo- 
niumbromid)) sowie 3 M Urea und 10 ul p-Mercaptoethanol pro ml Losung enthait und gepuffert wird durch einen 50 
mM Tris-HCI Puffer pH 7.0. mittels eines Polytron-Homogenisators in einem Eppendorf-ReaktionsgefaB zerWeinert und 
anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wird dann for 3 min bei ca. 1000 x g zentrifugiert. 
[0093] Der Oberstand wird abgenommen und das Sediment in 200 uJ einer Losung bestehend aus 4 M Guanidin- 
thiocyanat. 0.2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet P40 geldst AnschlieBend werden 100 ui saures Phenol zuge- 
geben und die Losung wird durch kraftiges SchOtteln extrahiert Nach Zugabe von 100 uJ Chloroform wird die Losung 
abermals durch kraftiges SchOtteln extrahiert und zur Phasentrennung fOr 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert. Die was- 
serige Phase wird abgenommen und mit 100 uJ Chloroform reextrahiert wie oben beschrieben. Die wasserige Phase 
wird abgenommen und die NuWeinsauren werden durch Zugabe von 200 uJ IsopropanoJ fur 30 min bei -20°C ausjjefailt. 
Die ausgefallten NuWeinsauren werden durch Zentrifugation for 5 min mit 20000 x g sedimentiert. der Oberstand wird 
abgenommen. das NuWeinsaure-Sediment wird einmal mit einer 80 %igen Ethanol-Losung gewaschen. getrocknet und 
in RNase-freiem Aqua dest gelOst 

[0094] Die Menge an isolierter NuWeinsaure wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 
260 nm ermittelt, und die Reinheit der NuWeinsaure wird durch die Bestimmung des Verhaitnisses der Lichtabsorption 
bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabelle 7). 



Tabelle 7 



RNA-Ausbeute und Reinheit bei Einsatz von 20 mg Nierengewebe. Zur Bestimmung der Aus- 
beute wird der Berechnungsfaktor fOr die RNA herangezogen (1 OD 2 6onm =40 jig/ml), die Mes- 
sung erfoigt in Wasser. Es wird eine Dreifachbestimmung durchgefQhrt. 


Proben Nr. 


Ausbeute/ug 


OD 260nm/280nm 


1 


220 


1,31 


2 


207 


1.90 


3 


256 


2.26 



Beispiel 10 

Aufreinigung von RNA aus Plasma durch eine Komplexierung mit katlonlschen Verbindungen und anschlie- 
Bender Phenol/Chloroform Extraktion 

[0095] Als Model! fur eine virale RNA (z.B. HCV- oder HIV-RNA) wird HeLa-RNA in eine Mischung aus 1 40 Blut- 
plasma und 140 ^ einer Losung aus 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), gepuffert mit 50 mM 
Tris-HCI, pH 7,0, gegeben und anschlieBend for 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wird dann fur 3 min 
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bei ca. 1000 x g zentrifugiert. 

[0096] Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment in 200 ul einer Losung bestehend aus 4 M Guanidin- 
thiocyanat, 0,2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet P40 geldst. AnschlieBend werden 100 ul saures Phenol zuge- 
geben und die Ldsung wird durch kraftiges Schutteln extrahiert. Nach Zugabe von 100 ul Chloroform wird die Ldsung 

s abermals durch kraftiges Schutteln extrahiert und zur Phasentrennung fur 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert. Die was- 
serige Phase wird abgenommen und mit 100 ul Chloroform reextrahiert wie oben beschrieben. Die wasserige Phase 
wird abgenommen und die NuWeinsauren werden durch Zugabe von 200 ul Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefallt. 
Die ausgefallten NuWeinsauren werden durch Zentrifugation fOr 5 min mit 20000 x g sedimentiert, der Uberstand wird 
abgenommen. das NuWeinsaure-Sediment wird einmal mit einer 80 %igen Ethanol- Losung gewaschen, getrocknet und 

w in RNase-freiem Aqua dest gelOst. 

[0097] Die Menge an isolierter Nukleinsaure wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 
260 nm ermittelt, und die Reinheit der Nukleinsaure wird durch die Bestimmung des Verhaltnisses der Lichtabsorption 
bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabeile 8). 

15 

Tabeile 8 



RNA-Ausbeute und Reinheit. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berech- 
nungsfaktor fOr RNA herangezogen (1 OD 2 6on™ =40 ng/ml), die Messung erfolgt 
in Wasser. Es wird eine Drerfachbestimmung durchgefuhrt 


Proben Nr. 


Ausbeute/ug 


OD 260nrtV280nm 


1 


13.3 


1.73 


2 


187 


1,72 


3 


16,4 


1.91 



BeispieJH: 

30 [0098] Isolierung von RNA durch eine Komplexierung mit kationischen Verbindungen und nachfolgender Aufreini- 
gung mittels Membrantechnologien, die in der Paterrtanmeldung Aktenzeichen PCT/EP98/06756 beschrieben werden. 
[0099] Je 10 ug RNA in 100 uJ Wasser werden mit 100 ul einer 2 %igen Ethandiyt-1,2-bis(dimethyldecylammoni- 
umbromkj) Losung in 50 mM Tris-HCI pH 7,0 versetzt und fOr 10 min in einem Eppendorf-ReaktionsgefaB bei Raum- 
temperatur inkubiert. Die Losung wird anschlieBend fur 3 min bei 20000 x g zentrifugiert. der Uberstand dekantiert und 

35 das Pellet in 300 uJ einer Losung aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, und 1 % (v/v) Nonidet P40 
geiost Nach Zugabe von 300 ul einer Losung aus 80 % Ethanol und 10 % Nonidet P40 (Wv) werden die Ansatze in 
einer Plastiksaule, die eine Polypropylenfrrtte zur mechanischen Urrterstutzung enthaJt, auf der eine Membran zur Bin- 
dung der NuWeinsauren mittels eines Spannringes fbdert ist, mittels Zentrifugation bei 10000 x g for eine Minute durch 
die Membran hindurchgefuhrt Als Membranen werden eingesetzt: 

40 

1. Pall Fluoro Trans G. Polyvinylidendifluorid, hydrophob, PorengrOBe 0,2 jim 

2. GORE-TEX Polyester- VI ies 9318, Polytetrafluorethylen. hydrophil, PorengroBe 3 nm 

3. Millipore Ruoropore PTFE, Polytetrafluorethylen, hydrophob, PorengrOBe 3 urn 

45 [0100] Der DurchfluB wird in einem Sammelrohrchen aufgefangen und verworfen. Die Membranen werden nach- 
einander mit 600 uJ eines Guanidin-thiocyanat haltigen Puffers und danach mit einem Guanidin-thiocyanat freien Puffer 
gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation bei 10000 x g durch die Membran gefuhrt. 
Nach der zwetteh Waschung werden die Membranen fur 2 min bei 20000 x g trockenzentrifugieri Dann wird die RNA 
durch Aufpipettieren von 70 uJ Wasser auf die Membran und Inkubation fur 2 min bei Raumtemperatur von der Mem- 

so bran eiuiert Das Eluat wird mit einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert Die Elution wird nochmals mit 70 
ul Wasser wiederhoft, die Eluate werden vereinigt 

[0101] Die Menge an isolierter RNA wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermittelt, und die Reinheit der RNA wird durch die Bestimmung des Verhaitnisses der Lichtabsorption bei 260 nm und 
280 nm ermittelt (s. Tabeile 9). 

55 
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Tabelle 9 





RNA-Ausbeute und Reinhert. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur 


5 


RNA herangezogen (1 OD260nm =40 ug/ml). Die Messung ertolgt in Wasser. Es werden , 




jeweils Vierfachbestimmungen durchgefuhrt. 




Membran 


Asbeute/^g 


OD 260nm/280nm 




Pall Ruoro Trans G 


4,95 


! 1.96 


10 




2,32 


1.99 






4.73 


1.96 






2,49 


1.98 


15 


GORE-TEX Polyester Vlies 9318 


3.25 


1,90 






3,07 


1.80 






1,52 


1.66 


20 




2.57 


1,88 


Millipore Fluoropore PTFE 


4,32 


1.99 






7,08 


1.99 






7,66 


1.97 


25 




7,25 


1.98 



Beispiel 12: Stabillsierung von RNA in Blut mittels katlonischer VerWndungen mlt zweJ Oder mehr Ammonium- 
zentren 

30 

[0102] Jeweils 200 ^ frisches Blut werden mit 600 uJ einer Losung aus: 

2 % (w/v) EthaixJiyl-t,24)is(dimetriyldecyta^ In 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 

2 % (w/v) Propandiyl-1 ^isfdimethyWecylamnrwniu^ In 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 
35 2 % (w/v) Ethandiyl- 1 .24Dls(dimethyltetradecylammoniumbromid) in 200 mM Natriumcitrat pH 3.0 
2 % (w/v) N.^N^tridecyl-NXr^N^N^entamett^^ 
in 200 mM Natriumcitrat pH 3.0 

versetzt und for 48 h bei Raumtemperatur gelagert Alle Ansatze wurden als Doppebestimmungen durchgefOhrt. 

40 [01 03] Zur Isollerung der RNA werden die Proben for 2 min bei 1 000 x g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und 
das Pellet in 700 fit einer Losung aus 6 M Guanidinhydrochlorld, 200 mM Tris-HCI pH 7,0 und 1 % (v/v) Nonidet P40 
gelost Dann werden 80 ug Proteinase K zugegeben und die Ansatze werden for 30 min bei 40°C Inkubiert Es werden 
jeweils 350 *d saures Phenol zugegeben und die Ansatze werden durch kraftiges SchGtteln extrahiert Nach Zugabe 
von 350 |d Chloroform und erneuter Extraktion werden die Ansatze zur Trennung der Phasen fur 3 min bei 14000 x g 

45 zentrifugiert. Die wasserige Phase wird abgenommen und nochmals mit 700 ul Chloroform extrahiert Nach erneuter 
Zentrifugation wird wieder die wasserige Phase abgenommen und die RNA durch Zugabe von 70 ^ 3 M Natriumacetat 
pH 5.2 und 700 uJ Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefallt. Die RNA wird for 10 min bei 20000 x g abzentrifugiert. 
der Uberstand abgenommen, das Pellet einmal mit 600 uJ 80 % (v/v) Ethanol gewaschen. anschlieBend getrocknet und 
in 100 pi RNase freiem Wasser zurOckgelost. 

so [0104] Die Menge an isolierter RNA wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Welleniange von 260 nm 
ermittelt, und die Reinheit der RNA wird durch die Bestimmung des VerhaJtnisses der Lichtabsorption bei 260 nm und 
280 nm ermittelt {s. Tabelle 10). 



55 
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Tabelle 10 



RNA-Ausbeute und Reinheit. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur RNA herangezogen (1 
OD 2 6onrn =40 ng/ml). Es werden jeweils Doppeibestimmungen durchgefuhrt. 


Kationische Verbindung 


Ausbeute/Mg 


OD 260nm/280nm 


Ethandiyi- 1 ,2-bis(dimethyldecylarnrnoniurnbrornid) 


0,36 


1,24 




0,60 


1,14 


ProparidiylO,243is(dimethyWec^amrrx)niurrbromid) 


3,2 


1,01 




0,72 


1,1 


Ethandiyl-1,2-bis(dimethy1tetradecyto 


0,96 


1,15 




1,2 


1,05 


N,N\N"-tride(^-N,N,N\N^N H ^entamethyl^isK2-ammonioG- 
thyl)anrnoniumbrornid 


0,72 
1.8 


1,17 
0,72 



20 

Beispiel 13: Isolierung von RNA mittels kationischer Substanzen mit zwei Oder mehr Ammoniumzerrtren 



[01 05] Je 25 ^g rein e HeLa-RNA, geiost in 1 40 Wasser, wird mit 1 40 nl der Substanzen in unterschi ediicher Kon- 
zentration von 1 - 15 % (w/v), geiost in Wasser, versetzt und bei RTfOr 10 min inkubiert, die Substanz-RNA-Kbmplexe 

25 werden fur 1 0 min bei 5000 x g abzentrifugiert, in 1 50 pi eines Puffers bestehend aus 3,5 M Guanidiniumthiocyanat, 25 
mM Namurncitrat pH 7,5 aufgenommen und nach dem fblgenden Protokoll aufgereinigt. Zur Probe werden 150 \i\ 70% 
Ethand zugegeben. Dann wird die Probe mittels Vakuum auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetra- 
gen. Die spin-Saule wird zweimal mit einem Ethanol und NaCI hartigen Waschpuffer gewaschen, wobei der Waschpuf- 
fer ebenfalis mittels Vakuum durch die Membran gefuhrt wird. Die spin-Saule wird mittels Vakuum fQr 10 min 

30 getrocknet. Dann wird die RNA zweimal mit je 60 nl Wasser eluiert. wobei die spin-Saule fur je 1 min bei 10 000 x g 
zentrifugiert wird. Die Ergebnisse werden in Tabelle 1 1 zusammengefaBt 



Tabelle 11 



35 


Ausbeute an HeLa-RNA im Eluat in Abhangigkeit von der Konzerrtration der eingesetzten Substanz. Zur Bestim- 




mung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fQr RNA herangezogen j1 OD260nm =40 ug/ml). 




Substanz 


Konzerrtration in % 


Ausbeute/ jig 






(w/v) 




40 


Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyWecyl8jrrvTX>rw 


1 


22,2 






9 


25,0 






15 


19,5 


45 


Ethandryi-1 ,2-bis(dimethykJecy1arrm)niurrrthiosulfat) 


1 


24,5 




9 


25 






15 


24 




Ethandiyi- 1 ,2-bis(dimethy1de<^ammoniumsulfat) 


1 


22,2 


so 




9 


25 






15 


22,4 




Emarxiiy1-1,2-bis(dimethyldecyiammoniumjodid) 


1 


18,9 


55 




9 


23 






15 


19,2 
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Tabelle 1 1 (fortgesetzt) 





Ausbeute an HeLa-RNA im Eluat in Abhangigkeit von der Konzentration der eingesetzten Substanz. Zur Bestim- 




mung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur RNA herangezogen (1 OD260nm =40 pg/ml). 


c 
o 


Substanz 


Konzentration in % 

iWlliiVIIUUtlVII lit /V 


AiiQhoirfo/ i in 

MUOUCUlC/ }iy 






(w/v) 




N,N^N"-tride(7l-N,N,N\N^N ,, ^entamelhy14>isK2-ammonioe- 


1 


15.3 




thyljamrnoniurnbromid 








9 


12,7 


10 




13 


23.2 




N,N\N"-tritetrade<^-N.N,N',N^N^ 


1 


11.3 




nioethyi)ammoniumbromid 


9 






9.9 


10 




15 


6.3 




Ethandiyl- 1 ,2*is(dimethyloctytammoniumbromid) 


3 


7.6 






15 


6.5 




Propandiyl-1 ,24)js(dimethyldecyianTmoniumbromid) 


3 


21.2 


20 




8 


24,6 






13 


24.7 




ButandiyM ,2*is(dimethylde<^ammoniumbromid) 


1 


24.6 


25 




9 


25 






13 


11.3 




Ethandiyl- 1 ,2*is(dimethyldode<^ammoniurTibrornid) 


1 


14.4 






8 


14.5 


30 




15 


7,3 




Propandiyl-1 ,2-bis(dimethyltetradecylammoniumbrorrud) 


1 


13,8 






9 


18 


35 




15 


14.6 




Hexadimethrin Bromid 


1 

5 


9,6 
3 



40 [0106] Das Ergebnis zeigt da6 aJle Substanzen zur Kbmplexierung von RNA verwendet werden konnen. Einige 
Substanzen wirken aber unter den gewahlten Bedingungen deutlich effektiver als andere. 



Belspiel 14: Stabilisierung von RNA mittels katlonischer Verblndungen in Blut 

45 [01 07] 2u 1 ml Blut wird 1 ml Stabilisierungspuffer. bestehend aus 2 % (w/v) EthandiyM ,2-bis(dimethyldecylammo- 
niumbromid), 50 mM Kaliumacetat pH 5.5 und 50 mM Tris HCI pH 7.0 gegeben. Der Ansatz wird gut gemischt und for 
24 Stundeh bzw. 96 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C gelagert Die Komplexe bestehend aus NuWeinsaure 
und kationischer Verbindung werden fur 3 min bei 4000 x g zentrifugiert, der Clberstand entfernt und das Pellet in 1 ml 
eines Puffers bestehend aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris HCI pH 7,0, 1 % (v/v) Nonidet P40 rOckgelost. Dann 

so werden 800 ug Proteinase K zugegeben und der Ansatz fQr 1 Stunde bei 60°C inkubiert. Dann wird 1 ml 80 % (v/v) 
Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 zugegeben und die Probe mittels Vakuum auf eine Silica-Membran enthaltende spin- 
Saule aufgetragen. Die spin-Saule wird mit 350 ul eines Guanidiniumthiocyanat und Ethanol -haltigen Puffers gewa- 
schen. Dann werden 80 ul eines Tris HCI-Puffers mit MgCl 2 , der 75 U DNase I (Pharmacia) enthalt, auf die Silica-Mem- 
bran pipettiert und zum Abbau der genomischen DNA fOr 15 min bei Raumtemperatur inkubiert Die spin-Saule wird 

55 nochmals mit 350 ^l des Guanidiniumthiocyanat und Ethanol-haltigen Puffers gewaschen und im AnschluB mit 700 ul 
eines Ethanol-haltigen Waschpuffers. Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die RNA in 
zwei Schritten mit je 30 \i\ Wasser eluiert 

[0108] Jeweils 3 ul des Eluates werden for einen RT-PCR Nachweis der p-Actin mRNA in einem ABI PRISM 7700 
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Sequence Detector (Applied Biosystems) (sog. TaqMan Technologie) eingesetzt 

[0109] Die TaqMan Technologie nutzt OligonuWeotid-Sonden, die einen Reporter- und einen Quencher- Farbstoff 
errthalten. Wahrend der PCR-Amplifikation wird die 5'-3' ExonuWease Aktivitat der Taq- Polymerase genutzt um den 
Reporter-Farbstoff vom Quencher- Farbstoff zu trennen, wodurch ein Sequenz-spezifisches Fluoreszenz-Signal gene- 
5 riert wird, das mit jedem AmplrfikationszyWus ansteigt. Die Quantifizierung basiert auf dem threshold cycle, bei dem ein 
vorher definierter Grenzwert der Ruoreszenz erreicht wird. Der Vergleich der threshold cycles liefert ein MaB fur die 
relative Konzerrtration an template in verschiedenen Proben. Die Messung wahrend der logarithmischen Phase, wenn 
die PGR Genauigkeit am hochsten ist, liefert prazise Daten fOr eine genaue Bestimmung. 
[01 1 0] Das Ergebnis ist in Tabelle 1 2 dargestellt. 

10 



Tabelle 12 



Analyse der 0-Actin mRNA mittels TaqMan™ RT-PCR. Dargestellt sind die threshold cycles (Oj) der 
TaqMan™ Auswertung in Abhangigkeit von der Lagerung der stabiiisierten Probe. Es wurden jeweils 
Doppelbestimmungen von jeder Probe im ABI PRISM 7700 Sequence Detector durchgefuhrt. 


Lagerung 


Cr 


24 h 4°C 


17,23 


96h4°C 


18,51 




18,30 




18.29 


j 24 h Raumtemperatur 


17,93 




17.89 


96 h Raumtemperatur 


19.34 




19.35 



30 

Belsplel 15: Stabillslerung von RNA mittels kationischer Verbindungen in Plasma 

[01 1 1 ] In einem 2 ml Reaktionsgef SB werden zu 500 pi Plasma 500 p.l enthaltend 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dime- 
thyWecylammoniurnbromid), 200 mM Natriumcitrat pH 3.0 zugegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes werden 1 5 

35 ng HeLa-RNA pipettiert, der Deckel geschlossen und der Ansatz gemischt Jeweils eine Probe wird fur 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach sofort werterverarbeitet Die anderen Proben werden for 24 und 48 Stunden bei 
4°C gelagert und dann die RNA isoliert Zur Kontrolle wird die HeLa-RNA direkt ins Plasma pipettiert und nach 10 
Sekunden werden 500 jil 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid). 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 
zugegeben und weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. bevor die Probenvorbereitung durchgefuhrt wird, bzw. 

40 die Kbntrollen werden zusammen mit den stabiiisierten Proben for 24 und 48 Stunden bei 4°C gelagert. Zur Probenvor- 
bereitung werden dann 500 jd 2 % (w/v) Emanc3yl-1.2*is(dimethykiecylam^ 200 mM Natriumcitrat pH 
3,0 zugegeben, der Ansatz fQr 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann weiterverarbeitet 
[01 1 2] Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fur 3 min bei ca. 1 1 00 x g abzentri- 
fugiert, der Clberstand abgenommen und das Pellet in 600 uJ eines Puffers bestehend aus 6 M Guanidinhydrochlorid. 

45 50 mM Tris HO pH 7,0. 1 % (v/v) Nonidet P40 rOckgelost Dann werden 800 ug Proteinase K zugegeben und der 
Ansatz fur 30 min bei 40°C inkubiert Dann wird 600 mJ 80 % (vA/) Ethanol, 10 % (vN) Nonidet P40 zugegeben und die 
Probe auf eine Silica-Membran enthaJtende spin-Saule aufgetragen, wobei sie mittels Zentrifugation bei 3700 x g fQr 1 
min durch die Membran gefOhrt wird. 

[01 1 3] Die spin-Saul e wird mit 350 \i\ eines Guanidi niumthiocyanat und Ethanol haitigen Puffers gewaschen. Dann 
so werden 80 pi eines Tris HCI-Puffers mit MgCI2, der 75 U DNase I (Pharmacia) errthait auf die Silica-Membran pipettiert 
und zum Abbau der genomischen DNA fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert Die spin-Saule wird nochmals mit 350 
uJ des Guanidiniumthiocyanat und Ethanol haitigen Puffers gewaschen und im AnschluB zweimal mit je 500 nl eines 
Ethanol haitigen Waschpuffers. Die spin-Saule wird fOr 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die RNA in zwei 
Schritten mit je 50 |xl Wasser eluiert. Jeweils 4 uJ des Eluates werden f Or einen RT-PCR Nachweis der 0-Actin mRNA 
55 in einem ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems) eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen fur den RT- 
PCR Nachweis sind identisch mit den in Beispiel 12 beschriebenen. Jeweils 30 nl des Eluates werden in einem 1,2 
%igen Agarose/Formaldehyd/MOPS-Gel aufgetrennt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 und Abbildung 1 dargestellt. 
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Tabelle 13 



Analyse der p-Actin mRNA mitteis TaqMan™ RT-PCR. DargestelH sind die threshold cycles (Ct) der TaqMan™ Aus- 
wertung in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer der stabilisierten Proben und der Kontrollen. Es werden jeweils 
Doppelbestimmungen von jeder Probe im ABI PRISM 7700 Sequence Detector durchgefiihrt. 


Lagerung 


stab. Probe 


Kontrolle 


10 min RT* 


15,90 


21.49 




16,17 


22.16 


24 h 4°C 


16,25 


40" 




15,82 


40" 


48h4°C 


16,43 


40" 




16,49 


40" 



* Bei der Kontrolle wird die RNA for ca. 10 Sekunden ungeschotzl im Plasma inkubiert. bevor der Stabifisierungspuffer 
zugegeben wird und fur weitere 1 0 min bei Raumtemperatur inkubiert wird. 
" Es erfolgt innerhaJb der 40 ZyWen keine Amplif Nation von p-Aktin mRNA. 



[01 14] In den Beispielen 1 4 und 1 5 wurde die mRNA des p-Aktin Gens mitteis Amplif ikation in einem ABI PRISM 
7700 Sequence Detector nachgewiesen. 

[01151 Die p-Aktin mRNA wurde in einer Ein-GefaB TaqMan RT-PCR ampWiziert Fur den 25 ul Reaktionsansatz 
wurden Standardreagenzien in KHformat der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems, (TaqMan PCR Reagent Kit p- 
Aktin Detection Kit AmpliTaq Gold DNA Polymerase, MuLV Reverse Transknptase) sowie der Firma Promega (RNasin) 
eingesetzt Die cDNA wurde for 60 min. bei 37°C synthetisiert die AmpliTaq Gold DNA Polymerase anschlieSend for 
12 min. bei 95°C aktiviert Das spezifische p-Actin Fragment wurde mitteis sich direkt anschlieBender PCR amplif iziert. 
DafQr wurden 40 PCR-ZyWen durchgefOhrt rrtt jeweils 15 sec 95°C und 1 min 60°C. 

[01 1 6] Im Beispie|15 bedeutet der Anstieg des Op Wertes (Threshold Cycle Wert) der Kontrollprobe "1 0 min. RT, 
zu der erst nach 10 sec der Stabilisierungspuffer gegeben wurde. von ca. 16 auf ca. 22, daB wahrend der 10 Sekunden! 
in denen die RNA ungeschOtzt im Plasma vorlag, mehr als 99% der RNA abgebaut wurde (Kontrolle 10 min. RT). DabeS 
wurde davon ausgegangen, daB eine Differenz von 1 Threshold Cycle (1 Cj) einen ca. 2-fachen Unterschied der p- 
Aktin-mRNA Mengen in den zu analysierenden Proben bedeutet Dieses Ergebnis wird durch die Gelanalyse bestatigt 
die bei der Kontrolle nur noch einen sehr schwachen Schmier sehr stark abgebauter RNA zeigt (AbbikJung 1, Spuren 
4 und 5, 10 min. Raumtemperatur). Nach einer langeren Lagerung von 24 h bzw. 48 h ohne Zugabe von Stabilisie- 
rungspuffer ist die RNA in den Kontrollen komplett abgebaut (Kontrolle 24 h, 4°C und Kontrolle 48 h, 4°C). Es ist keine 
RNA mehr nachweisbar, weder in einer Agarcjse/F^rrriaJdehyd-Gelelektrophorese (Abb. 1, Spuren 4 und 5) noch in 
einer p-Aktin TaqMan RT-PCR (Kontrollen). Dabei bedeutet ein Threshold von 40, daB wahrend der 40 PCR-ZyWen 
kein Amplif ikationssignal erzeugt wurde und somit keine p-Aktin-mRNA mehr nachgewiesen werden konnte. 
[01 1 7] DemgegenOber zeigen sowohl die Ergebnisse der p-Aktin-mRNA Amplif fcation. als auch die Ergebnisse der 
Gelanalyse (Abb. 1), daB bei den gelagerten Proben, zu denen Stabilisierungspuffer gegeben wurde, kein Abbau der 
RNA stattgefunden hat (stab. Proben 1 0 min. RT, 24 h 4°C, 48 h 4°C). Dies ist an den deutiich erkennbaren Banden der 
ribosomalen RNA im Gel als auch an den im Rahmen der Genauigkeit der Methode als unverandert zu bezeichnenden 
CrWerten der TaqMan RT-PCR zu erkennen. 

[01 18] Dieses Ergebnis wird auch im Beispiel 14 bestatigt. wo in den Blutproben seibst nach Lagerung for 96 h bei 
Raumtemperatur noch ein sehr sensitiver Nachweis der p-Aktin mRNA mitteis der TaqMan™ RT-PCR moglich ist 
[0119] Es wurde sowohl fQr Plasma als auch fur Blut gezeigt daB RNA in diesen biologischen Proben durch den 
Einsatz kationischer Verbindungen vor einem Abbau geschOtzt werden kann. UngeschOtzte RNA wird hingegen in bei- 
den Probenmaterialien innerhalb von wenigen Sekunden vollstandig abgebaut. 

Beispiel 16: Isollerung von HeLa-RNA aus Plasma mitteis Emandlyl-l,2-bis(dlmethyldecylammonlumbromld), 
gepuffert mit Zitronensaure im pH Berelch von pH 3-7 

[0120] 15 ug HeLa-RNA werden in 500 uJ Plasma, gemischt mit 500 ul eines Puffers, enthaltend 2 % (w/v) Ethan- 
diyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) und 0.5 M Zitronensaure. unterschiedlicher pH-Werte (pH 3-7) pipettiert 
und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Isolierung der RNA werden die Komplexe bestehend aus katio- 
nischer Verbindung und NuMeinsaure fQr 3 min bei 1 100 x g abzentrifugiert und in 600 ul eines Puffers enthaltend 6 M 
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Guanidinhydrochlorid, 1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL pH 7,0 aufgenommen. Dann werden 800 jag Prote- 
inase K zugegeben und der Ansatz fur 30 min bei 40°C inkubiert, mit 600 jj einer LOsung enthaJtend 80 % (v/v) Ethanol 
und 10 % (v/v) Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. 
Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. Die spin-Saule wird einmal mit einem Guanidinthio- 
cyanat- und Ethanol-haltigen Waschpuffer gewaschen und zweimal mit einem NaCI- und Ethanol-haltigen Waschpuffer. 
Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert Die RNA wird anschlieBend in 100 uJ RNase-freiem 
Wasser, das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt wird, eluiert Jeweils 30 \i\ des Eluates werden 
auf einem 1 ,2 %igen Agarose/Fbrmaldehyd Gel auf getrennt 

[0121] Zur Kontrolle (K) wird die HeLa RNA direkt in das Plasma pipettiert und nach 10 Sekunden werden 500 jil 
eines Puffers, der neben 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) noch 0,5 M Zitronensaure pH 3,0 
enthalt, zugegeben und fur weitere 10 min inkubiert. Danach wird die RNA isoliert wie oben beschrieben. 
[0122] Abbildung 2 zeigt ein Agarosegel der oben beschriebenen Reaktionsansatze. Die Zahlen uber den Spuren 
geben die jeweiligen pH-Werte an und K stent for Kbntrollversuch. 

[0123] Der Versuch zeigt War, daB uber den gesamten pH-Bereich intakte RNA mit gleicher Effizienz isoliert wer- 
den kann. DemgegenOber zeigt die Kontrolle, daB ungeschotzte RNA im Plasma binnen Sekunden abgebaut wird. 

Beispiel 17: Stabilisierung von HeLa- RNA in Plasma mittels Ethandlyl-1,2-bls(dimethyldecylammonlumbn> 
mld), gepuffert mit Zitronensaure Im pH-Bereich von 3-5 

[0124] 15 ug HeLa-RNA werden in 500 ul Plasma, stabilisiert mit 500 ui eines Puffers, enthaltend 2 % (w/v) Ethan- 
diyl-1 ,24»s(dimethyldecylammoniumbromid) und 0.5 M ZHronensaure, unterschiedlicher pH-Werte (pH 3-5 fQr 1 0 Minu- 
ten bet Raumtemperatur, bzw. for 24 und 48 Stunden bei 4°C gelagert Zur Isolierung der RNA werden die Komplexe 
bestehend aus kationischer Verbindung und NuWeinsaure fQr 3 min bei 1 1 00 x g atazentrifugiert und in 600 jJ eines Puf- 
fers enthaltend 6 M Guanidinhydrochlorid, 1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL pH 7,0 aufgenommen. Dann 
werden 800 ug Proteinase K zugegeben und der Ansatz fQr 30 min bei 40°C inkubiert, mit 600 |d einer LOsung enthal- 
tend 80 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine Silica-Membran enthaltende 
spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die Membran gefQhrt. Die spin-Saule wird einmal 
mit einem Guanidinthiocyanat- und Ethanolhaltigen Waschpuffer gewaschen und zweimal mit einem Nad- und Etha- 
nol-haltigen Waschpuffer. Die spin-Saule wird for 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert Die RNA wird anschlie8end 
in 100 ul RNase-freiem Wasser. das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt wird, eluiert. Jeweils 
30 uJ des Eluates werden auf anem 1 ,2 %igen Agarose/Fbrmaldehyd Gel aufgetrennt (Abb.3). 
[0125] Zur Kontrolle (K) wird die HeLa RNA direkt in das Plasma pipettiert und nach 10 Sekunden werden 500 >il 
eines Puffers, der neben 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimetriyUecylamnr™ noch 0,5 M Zitronensaure pH 3,0 

enthalt, zugegeben und fur weitere 10 min inkubiert. Danach wird die RNA isoliert wie oben beschrieben. 
[0126] AbbiloVing 3 zeigt ein Agarosegel der Reaktionsansatze bei einer Stabilisierung von 10 Minuten bei Raum- 
temperatur, bzw. von 24 und 48 Stunden bei 4°C. Die Zahlen Qber den Spuren geben die jeweiligen pH-Werte an und 
K stent fur Kbntrollversuch. 

[0127] Der Versuch zeigt da6 durch den Puffer, enthaJtend Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) und 
Zitronensaure, RNA in Plasma auch uber einen langen Zeitraum stabil Weibt 

Beispiel 18: Isolierung von HeLa-RNA aus Plasma mittels kationischer Verblndungen mit zwei Stickstoff- oder 
Phosphor-Zentren, verknOpft Qber eine BrOcke bestehend aus einer aromatJschen Verbindung oder Ethan 

[01 28] 5 pg HeLa-RNA werden in 500 ul Plasma, gemischt nit 500 jd einer LOsung der kationischen Verbindung A, 
B, C, D oder E (siehe unten), pipettiert und anschlieBend for 10 min bei Raumtemperatur gelagert Zur Isolierung der 
RNA werden die Komplexe bestehend aus kationischer Verbindung und NuWeinsaure fur 3 min bei 1530 x g abzentri- 
fugiert und in 300 ul eines Puffers enthaltend 6 M Gkjanidinhydrochlorid, 1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL 
pH 7.0 aufgenommen. Dann werden 400 jig Proteinase K zugegeben und der Ansatz fur 1 0 min bei 40°C inkubiert, mit 
300 ul einer LOsung enthaltend 80 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine 
Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. 
Die spin-Saule wird einmal mit einem Guanidinthiocyanat- und Ethanol-haltigen Waschpuffer gewaschen und zweimal 
mit einem NaCI- und Ethanol-haltigen Waschpuffer. Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert. Die 
RNA wird anschlieBend in 80 ^l RNase-freiem Wasser, das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefQhrt 
wird, eluiert. Jeweils 25 uJ des Eluates werden auf einem 1,2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel aufgetrennt (Abb. 4). 
[0129] Abbildung 4 zeigt 5 Agarosegele der o.g. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen uber den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen kationischen Verbindungen A bis E an, wobei: 

A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 
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B: m-Xylylene-bis-decyldimethylammonium bromid 
C: p-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

D: [1 .8]KJime%lnaphthaleno,alpha,alpha , ^is<Jime%ldecylammonium bromid und 
E: Ethandiyl-1 ,2-bis(decyldimethylphosphonium bromid) 

ist. Der Versuch zeigt daB die o.g. kationischen Verbindungen 2ur Isolierung von RNA aus Plasma geeignet sind. Die 
Ausbeuten liegen zwischen 63 % (=3,2 ug) und 74 % (3.7 ug) der eingesetzten RNA 

Beisplel 19: Isolierung von RNA und genomischer DNA aus 1 x 10 6 HeLa Zellen mlttels kationlscher Verbindun- 
gen mit zwel Stickstoff- Oder Phosphor-Zentren, verknupft uber eine BrQcke bestehend aus einer aromatlschen 
Verblndung Oder Ethan 

[0130J 1 x 10 6 HeLa Zellen, gelost in 500 ul PBS-Puffer, werden mit 500 ui einer LOsung der kationischen Verbin- 
dung A.B.C.D Oder E (siehe unten) gemischt und anschlie8end fQr 1 0 min bei Raumtemperatur gelagert Zur Isolierung 
der RNA werden die Komplexe bestehend aus kationischer Verbindung und NuWeinsaure fOr 3 min bei 1 530 x g abzen- 
trrfugiert und in 300 uJ eines Puffers enthaltend 6 M Guanidinhydrochlorid. 1 % (wV) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL 
pH 7.0 aufgenommen. Dann werden 400 ug Proteinase K zugegeben und der Ansatz for 1 0 min bei 40°C inkubiert, mit 
300 uJ einer LOsung enthaltend 80 % (vN) Ethanol und 10 % (v/v) Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine 
Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird mrttels Zentrifugation durch die Membran gefOhrt. 
Die spin-Saule wird einmal mit einem Guanidinthiocyanat- und Ethanol-haitigen Waschpuffer gewaschen und zweimal 
mrt einem Nad- und Ethanol-haltigen Waschpuffer. Die spin-Saule wird fQr 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert Die 
RNA wird anschlieBend in 80 uJ RNase-freiem Wasser. das ebenfalls mittels Zentrifugation durch c5e Membran gefOhrt 
wird. eluiert Jeweils 25 ul des Eluates werden auf einem 1 .2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel aufgetrennt (Abb. 5). 
[0131] Abbildung 5 zeigt 5 Agarosegele der ag. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen Ober den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen Kationischen Verbindungen A bis E an. wobei: 

A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

B: rrhXylylen-bis-decykJimethylarnmonium bromid 

C: p-Xylylen^is<le<^imethylanTmonium bromid 

D: [1 ,8]-dimetfrylnaprrthaJeno.a]ph^ bromid und 

E: Ethandiyl-1 ,2-bis(decyWimethylphosphonium bromid) 

ist. 

Beispiel 20: Isolierung genomischer DNA aus Blut mrttels kationischer Verbindungen mit zwei Stickstoff- Oder 
Phosphor-Zentren, verknOpft Ober eine BrQcke bestehend aus einer aromatlschen Verblndung Oder Ethan 

[0132] 0.5 ml Blut werden mit 0.5 ml der kationischen Verbindung AB.C.D Oder E (siehe unten) gemischt und 
anschlieBend fOr 10 min bei Raumtemperatur gelagert. Zur Isolierung der DNA werden die Komplexe aus kationischer 
Verbindung und DNA fur 3 rrrin bei 1530 x g abzentrifugiert Das Pellet wird in 360 uJ eines NaCI- und EDTA-haitigen 
Puffers aufgenommen. dann werden 400 ul Puffer AL (QIAGEN GmbH; Cat. No.: 1 9075) sowie 20 uJ Proteinase K (1 8 
mg/rrtl) zugegeben. Die Proben werden fOr 10 min bei 65°C inkubiert, dann werden 420 ul Ethanol zugegeben und die 
Probe auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die 
Membran gefOhrt. Die Silica-Membran wird je einmal mit Puffer AW 1 (QIAGEN GmbH, Cat. No.: 19081) und einmal 
mrt Puffer AW 2 (QIAGEN GmbH. Cat. No: 19072) gewaschen. Die DNA wird mit 100 uJ Wasser eluiert Je 25 uJ des 
Eluates werden auf einem 0,8 %igen Agarose/TBE Gel aufgetrennt (Abb. 6). 

[0133] Abbildung 6 zeigt 5 Agarosegele der o.g. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen uber den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen Kationischen Verbindungen A bis E an. wobei: 

A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 
B: m-Xylylen-bis-decyWimethylammonium bromid 
C: p-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

D: [1 ,8]-dimethylnaphthaleno,alpha p alpha'-bis-dimethyldecylammonium bromid und 
E: Ethandiyl-1 ,2-bis(decyldimethylphosphonium bromid) 

ist. Die Ausbeuten an genomischer DNA aus 0,5 ml Blut liegen zwischen 6 ug und 1 1 ug. 
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Beispiel 21 : Stabilisierung von RNA in Plasma mittels kationischer Verbindungen mit zwei Stickstoff- Oder 
Phosphor-Zentren, verknupft uber eine BrQcke bestehend aus einer aromatischen Verbindung Oder Ethan, 
gepuffert mit einem Weinsaurepuffer im pH Bereich 4-5 

[0134] 6 ^g HeLa-RNA werden In 500 ^l Plasma, stabilisiert mit 500 nl eines Puffers, enthaltend die kationische 
Verbindung A, B, D oder E in einer Konzentration von 4 oder 5 % (w/v) und 0,25 M Weinsflure pH 4 fur 24 Stunden bei 
Raumtemperatur geiagert. Zur Isolierung der RNA werden die Komplexe bestehend aus kationischer Verbindung und 
NuWeinsaure- fOr 3 min bei 1530 x g abzentrifugiert und in 300 uJ eines Puffers enthaltend 6 M GuankJinhydrochlorid, 
1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL pH 7,0 aufgenommen. Dann werden 400 ug Proteinase K zugegeben und 
der Ansatz wird fOr 10 Minuten bei 40°C inkubiert, mit 300 uJ einer LOsung enthaltend 80 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) 
Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird 
mittels Zentrifugation durch die Membran gefOhrt Die spin-Saule wird einmal mit einem Guanicfinthiocyanat- und Etha- 
nol-haJtigen Waschpuffer gewaschen und zweimal mit einem NaO und Ethanol -haltig en Waschpuffer. Die spin-Saule 
wird fur 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert Die RNA wird anschlieBend in 80 uJ RNase-freiem Wasser, das eben- 
falls mittels Zentrifugation durch die Membran gefOhrt wird, eluiert Jewells 25 uJ des Eluates werden auf einem 1,2 
%igen Agaros e/FormaW e hyd-Gel aufgetrennt (Abb. 7). 

[0135] Zur Kbntrolle (K) wird die HeLa RNA direkt in das Plasma pipettiert und nach 10 Sekunden werden 500 uJ 
eines Puffers, der neben 2 % (w/v) Etharriiyt-1,2-bis{dimethyldecylammoniurnbromid) noch 0,25 M Weinsaure pH 4 
errthalt, zugegeben und fur weitere 10 min inkubiert Danach wird die RNA isoliert wie oben beschrieben. 
[0136J Abbildung 7 zeigt 5 Agarosegele der ag. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahien Qber den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen Kationischen Verbindungen A bis E an. wobei : 

A: o-Xytylen-bis-de(^dimethylammoniumn bromid 

B: m-Xylylen-bis<lecyldimetr^arTimoniun bromid 

D: [1 ,8]<fimethylnaphthaleno,a!pha,al^^ bromid 

E: EthandiyM ,2-bi^decyldimethylphosphonium bromid) und 

K: Kbntrolle 

ist. 

Patents nsprOche 

1 . Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuHeinsauren aus einer biologischen Probe, umfassend den 
folgenden Schrttt: 

in Kbrrtaktbringen der biologischen Probe mit mindestens einer kationischen Verbindung der Formel (I) 



Ra— XH 

I 



B„-X + -f 
I 



Rc 



(i) 



wobei als Anion (A) konjugierte Basen von star ken und/oder schwachen anorganischen und/oder organ isch en 
SSuren verwendet werden, wobei die Substanz bestehend aus kationischer Verbindung (I) und Anion insge- 
samt ladungsneutral ist 
und wobei 

X Stickstoff (N) oder Phosphor (P) bedeutet, 

k die ganze Zahl 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 11. 12, 13, 14, 15, 16. 17, 18, 19. 20, 21, 22, 23 oder 24 
bedeutet, 
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bezeichnet aliphatische Alkandiylbrucken, die an keinem, an einem ode- an mehreren Kohlenstoff-Ato- 
men substituiert sein kdnnen und in denen ein Oder mehrere nicht benachbarte Kohlenstoff-Atome 
durch Sauerstoff ersetzt sein kfinnen, der Struktur 

-{C^HOCH^- 

wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0. 1. 2. 3, 4, 5 oder 6 bedeutet und n + m > 0 ist, 
alternativ bedeutet 

Bk eine substituierte Phenyl-, Naphthyl- Oder Biphenyl-BrOcke, die zusatzlich an einem oder an mehreren 
Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kann, der Struktur 



>r - v (OCH z )»-(ayp 



oder 



(OCH^CH^ 




Oder 



- (CH,) n ~ <CH,0) m — (^)— < C H*>q (0CHl)l - m) > 



wobei n, m, I, p, q unabhangig voneinander die ganze Zahl 0. 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeutet 

Ri. *2> R 3k. die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen und die unsubstituiert Oder an einem 
oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kdnnen, bedeuten Wasserstoff, ein lineares oder ver- 
zweigtes Ci-Ce-Alkyt, ein lineares oder verzweigtes C^-Alkenyl, ein lineares oder verzweigtes C r C 6 -Alki- 
nyl, ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 bedeutet und 

Z eine der Strukturen -0-, -CO-, -C0 2 -, -OCO-. -CO-N-, -N-CO-, -0-CO-N-, -N-CO-0-, -S-oder -S-S- 
bezeichnet, 

oder R 1( R 2 , R 3k bedeuten ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 
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(OCH^-CCH,^- 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeutet, 

r a. R Bk. Rc. d'e identisch oder unterschiediich voneinander sein konnen und die unsubstituiert oder an einem 
Oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kOnnen, bedeuten Wasserstoff, ein lineares Oder ver- 
zweigtes C r C 21 -Alkyl, ein lineares oder verzweigtes C^rAJkenyl, ein lineares oder verzweigtes Ct-Q,,- 
AlWnyl, oder eine Struktur 

wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5, & 7, 8, 9, 10, 1 1 12 13 14 15 16 17 
18, 19. 20. 21, 22, 23 Oder 24 bedeutet und 

Z eine der Strukturen -O-. -CO, -C0 2 -. -OCO-, -CO-N-, -N-CO-, -0-CO-N-, -N-CO-0-, -S-oder -S-S- bezeich- 
net 

alternativ bilden R A und Rc zusammen einen Rest R AC und somit eine cyclische Struktur 




wobei der Rest R AC , der unsubstituiert oder an einem oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein 
kann, ein lineares oder verzweigtes C, -Cs-Alkyl, ein lineares oder verzweigtes Ct-Cs-AJkenyl, oder ein lineares 
oder verzweigtes CVCs-AIWnyl bedeutet 

und wobei fur k > 1 die Bruckengruppen Bk sowie die Gruppen R m und R 3k gleich oder verschieden vonein- 
ander sein konnen. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei Verbindungen der allgemeinen Formel (I) verwendet werden mit einem Anion A 
ausgewahlt aus der Gruppe: Fluorid, Chlorid, Bromid, Jodid, Perchlorat, Perbromat, Periodat Phosphat. Hydro- 
genphosphat. Dihydrogenphosphat Sulfat. Thiosulfat, Hydroxid, Carbonsauren, a-Halogen-Carbonsauren 
und/oder Hydroxy-Carbonsauren 
und wobei 

k bedeutet die ganze Zahl 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6. 

wobei fOr den Fall, daB Bk eine substituierte Phenyl-, Naphthyl- oder Biphenyl-BrOcke bezeichnet, n, m, I, p, q unab- 
hangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet. 

R 1- R 2. R 3k. d'e identisch oder unterschiediich voneinander sein kflnnen, bedeuten 
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die C,-C 6 -Alkyl-Gruppen methyl, ethyl, propyl, isopropyl. butyl. 1-methytpropyl. 2-methylpropyt, I.I^Jimethyle- 
thyl. n-penty. 1 -methylbutyl. 2-methylbutyl. 3-methylbutyl. 1.1-dimethylpropyl. 1.2-dimethylpropyl. 2.2-dime- 
1 t o y 5 r ° Py1, h6Xy1, ^Wpentyl, 2-methytpentyl. 3-methylpentyl. 4-methytpentyl. 1.1- 
HmSS fil^T?^ 1 - 3 - dimeth y |but y | . 2.2<Jimethylbutyl. 2.3^methytbutyl. 3.3-dimethylbutyl. 1- 
mXSoP* 1 ' 1 ' 2 - ,nmeth y , P ro Py | - 1.2.2-trimethylpropyl. 1 -ethyl- 1 -methylpropyl und/oder 1-ethyl-2- 

und/oder die C 3 -C 6 -Alkenyl-Gruppen 2-propenyt (allyl). 2-butenyl, 3-butenyt. 1-methyl-2-propenyl. 2-methyl-2- 
propenyl. 2-pentyl. 3-pentyl. 4-pentyl. 1-methyl-2-butenyl. 2-methyl-3-butenyl. 3-methyl-3-butenyl. 1,1-dime- 
myl-2^,ropenyt, 1.2-dirnethyl-2-propenyl. 1-ethyl-2-propenyl. 2-hexenyl. 3-hexenyl. 4-hexenyl. 5-hexenyl 
TStVT^ ^^yl^-perrtenyl, 3-methyl-2-pentenyl. 4-methyl-2-pentenyt. 1-methyt-3-penteny1. 2- 
Z^ ^T"*!' ^^-S-pentenyl. 4-methyt-3-pentenyl. l-methyl^entenyl. 3-methyl-4-pentenyl. 4- 
methyl-4-pentenyl. 1.1-d.methyl-2-butenyl. 1 , 1 -dimethyl-2-butenyl, 1.1-dirnethyl-3-butenyl. 1.2-dimethyl-2- 
butenyl . 1 .2-dimethyl-3-butenyl. 1.3-dimethyl-2-butenyl. U-dimethyl-S-butenyl. 2.2-diniethyl-3-butenyl 2 3- 
d,metr^-2-ethyt-2^enyl. 2-ethyl-3-butenyf. U^-trimetrryl^-propenyl. l-ethyl-l^ethyt-2-propenyl und/oder 
1 -etnyl«2-methy!-2-propenyf, 

U r!f?Z^^'^^'^ n ^ ny] (P^yl). 2-butinyl. 3-butinyl, 2-pentinyl. 3-pentinyl. 4-penti- 
nyt 3^methyl-2-butinyl. 2-hexinyl. 3-hexinyl. 4-hexinyl, 5-hexinyl. 3-methyi-2-penttnyl. 4-methyl-2-pentinyl 2- 
^^l?! ^' 4 ' methyl ' 3 ' pentiny,> ^thyM-Pentinyl. 1.1-dimethyl-2-butiny1. l.l-dimethyl-2-butinyl i 1- 
^f^*?"*' 1 - 2 " dime1h y w - t ^ny. 1.3-diinethy|.2-bu1iny1. 2.2<limethy|.3-butinyl. Lethyt-Z-butinyl V 
ethyt-3-txrtnyl, 2-ethyl-3-butinyl und/oder 1-ethyl-1-methyl-2-propinyl 

pl2!f ,er ^ ( l UPPen BenZyf> Phen y ,e,h y , • Phenylpropyl. Phenyfisopropyl Phenylisobutyl. Phenoxymethyl. 
Phenoxyethyl. Phenoxypropyl. Phenoxyisopropyl, Phenoxybutyl. Phenoxyisobutyl der Struktur 



V X \— (OCHA,-(CH 1 ) B ,- 



wobei n. m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0. 1 oder 2 bedeutet 
und 

r a. Rbk. Rc. die identisch oder unterechiedlich voneinander sein kannen. bedeuten 

die (.nearer , oder verzweigten Ca-Cgo-Alkyl-Gruppen octyl. decyl. undecyl, dodecyl. tridecyl. tetradecyl penta- 
decyl. hexadecyl. heptadecyl. octadecyl. nonadecyl und/oder eicosyl 

ur^oder die Knearen oder verzweigten Cs-Cao-Alkenyl-Gruppen octenyl. decenyl. undecenyl. dodecenyl. tri- 
decenyl. tetradecenyt. pentadecenyl. hexadecenyl. heptadecenyt. octadecenyl. nonadecenyl und/oder eicose- 

und/oder die linearen oder verzweigten C 8 -C2 0 -Aikinyl^ruppen octinyl. dednyl, undecinyl. dodecinyt. trideci- 
nyl. tetradeanyt, pentadecinyl. hexadednyl, heptadecinyl. octadecinyt. nonadeanyl und/oder eicosinyl 

und/oder eine Struktur 

wobei n, m unabhangig voneinander sind und n die ganze Zahl 2, 3 Oder 4 bedeutet und m die ganze Zahl 8 
9. 10. 1 1. 12. 13. 14, 15, 16, 17 oder I8bedeutet und 

Z eine der Strukturen -0-, -CO-, -OCO-, -CO-N- oder -N-CO- bezeichnet. 
Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. wobei eine oder mehrere der mit R A , R^, und R c bezeichneten Gruppen die 
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CH 3 — <CH2) n — O— <CH 2 ) m — 



O 



0 

^-(C^-O-C-CCHJ^ 



O 

CH,-(C^-C-0-(CH,) m 



O 

CH,^(C^) n -NH-C-(CH) m 

Oder 

o 

CH^CC^-C-NH-iCHl* 



bedeutet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. wobei R2 und/oder R3 k die Allyl-Gruppe bedeuten. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei kationische Verbindungen der allgemeinen Fbrmel 
(!) verwendet werden mrt einem Anion A ausgewahlt aus der Gruppe: Bromid, Jodid, Perchtorat, Hydrogenphos- 
phat, Sulfat Acetat, Trifluoroacetat, Trichloroacetat, Benzoat, Oxalat Succinat, Phthalat, Citrat Tartrat, Maleat, 
Malonat Fumarat 
und wobei 

k die ganze Zahl 1 oder 2 bedeutet 

Bk bezeichnet die aliphatischen C^-C 4 -Alkandiylbrucken Ethan- 1.1-diyl, Ethan-1,2-diyl p Propan-1.1-diyl, Pro- 
pan-1,2-diyl, Propan-1 ,3-diyl, Butan-1,1-diyl, Butan-1 ,2-diyl, Butan-1,3-diyl und/oder Butan-1, 4-diyl, 

R 1t R2. R3k bedeuten methyl, ethyl oder hydroxyethyl, 

r a» BBk- °c bedeuten die linear en C 8 -C2o-AIkyl-Gruppen octyl, decyl, undecyl. dodecyl, tridecyl, tetradecyl, 
pentad ecyl, hexadecyl. heptadecyl, octadecyl, nonadecyl und/oder eicosyl. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei Rj , R 2 und R 3k identisch sind und/oder R A , R^ und 
Rc identisch sind und/oder fur k > 1 die Bruckengruppen B* identisch sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die Kohlenstoff-Atome der Gruppen R 1t R 2 , R^, R A> 
Rgk und Rp mit einem oder mehreren Halogenatomen, insbesondere einem Oder mehreren Fluor-Atomen, 
und/oder einer Oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxylgruppen und/oder einer oder 
mehreren -SH, -NH 2 , - NH- und/oder =N- Gruppen substituiert sind, wobei die Substituerrten untereinander iden- 
tisch oder nicht identisch sein konnen. 

Verfahren nach Anspruch 7, wobei ein oder mehrere der Kohienstoff-Atome der Gruppen R 1p R 2 , R 3k , R A , R^ und 
Rq, die nicht direkt an eines der Stickstoff-Atome oder Phosphor-Atome der Verbindung 
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Ra — X — - 



R, 

it 

I 

R* 



^3k 

I 



Rc 



(I) 



gebunden sind, substrtuiert sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die aJiphatischen und/oder aromatischen Kohlen- 
stoff-Atome der BrQckgruppen B* mit einem Oder mehreren Halogenatomen, insbesondere Fluor-Atomen, 
und/oder einer oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxy! gruppen und/oder einer oder 
mehreren -SH, -NH2, -NH- und/oder =N-Gruppen und/oder einer oder mehreren linearen oder verzweigten C r C 4 - 
Alkylgruppen substrtuiert sind. wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht identisch sein konnen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9. wobei ein oder mehrere der aJiphatischen und/oder aromatischen Kohlenstoff-Atome 
der BrQckgruppen mit einer oder mehreren Methyl-, Ethyl-. Propyl-. i-Propyl-. Butyl-. 2-Methylpropyl- und/oder 
tert.-Butyl-Gruppe substituiert sind. 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden AnsprOche, wobei als kationische Verbindung Ethandiyl- 
1,2-bis(dimethyldec^ammoniumbromjd) verwendet wird. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, wobei als kationische Verbindung Propandiyl-1.2- 
bis(dimethyldecylammoniumbromid) verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 10. wobei als kationische Verbindung Ethandiyl-1 2- 
bis(dmethyftetradecylammoniumbromid) verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche 1 bis 10. wobei als kationische Verbindung 
N.N\N"-Tridecyl-N,^ verwendet wird. 

15. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die mindestens eine kationische Verbindung der Probe 
in Form eines Feststoffs zugegeben wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14. wobei die mindestens eine kationische Verbindung der Probe in 
Form einer Ufcung zugegeben wird, wobei bevorzugt mindestens 0,001 Volumen, weiterhin bevorzugt mindestens 
0,01 Volumen, besonders bevorzugt mindestens 0,05 Volumen und insbesondere 1 Volumen der LBsung der Probe 
zugegeben werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Losung der mindestens einen kationischen Verbindung eine Konzentration 
von 0,01% bis Sattigung, bevorzugt 0,5 bis 5%, besonders bevorzugt 2 bis 4% aufweist 

1 8. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei das Verfahren weiterhin den folgenden Schrrtt aufweist: 
- Vermischen der mindestens einen kationischen Verbindung mit der biologischen Probe. 

19. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei zur direkten Isolierung von NuWeinsauren nach dem 
Vermischen inkubiert, bevorzugt 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wird. 

20. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei der mindestens einen kationischen Verbindung 
und/oder dem gebildeten Komplex aus Nukleinsaure und kationischer Verbindung(en) weitere Mittel zur Unterstut- 
zung der Lyse und/oder Mittel zur Homogenisierung und/oder Mittel zur mechanischen Einwirkung und/oder Mittel 
zur enzymatischen Einwirkung zugefiigt werden. 
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21 . Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Mitte! zur Unterstutzung der Lyse AJkohole, insbesondere verzweigte oder 
unverzweigte C1- bis C4-Alkanole, wie Isopropanol. Aldehyde, insbesondere niedere C1- bis C4-Aldehyde, ver- 
zweigt oder unverzweigt, wie z.B. Glyocal, Phenole, Phenolderivate, ionische, zwitterionische und nichtionische 
Detergentien, Sulfhydryl reduzierende Reagenzien, insbesondere Dithiothreitol, Phosphorsaurederivate, ins- 
besondere Tributylphosphat, chaotrophe Reagenzien wie Harnstoff, Carbonsauren, wie z.B. Zitronensaure oder 
Malonsaure, oder einfache Salze, wie Ammoniumsalze oder Alkaliphosphate, sind, die einzeln oder in Kombination 
vorliegen kflnnen. 

22. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei die gebikteten Komplexe aus NuWeinsaure und katio- 
nischer Verbindung(en) durch Zentrifugation sedimentiert werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Zentrifugation bei niedrigen g-Zahlen, insbesondere 500 bis 5000 g, fflr 3 
bis 1 0 Minuten durchgef uhrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 und/oder 23, wobei der Komplex in dem gebildeten Sediment in einem Puffer aufge- 
lostwird. 

25- Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 24, wobei die Komplexe aus NuWeinsaure und kationischer Verbin- 
dung(en) durch Vakuum, Uberdruck, Zentrifugation oder Kapillarkrafte auf der Oberflache einer Membran konzen- 
triert werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die auf der Oberflache einer Membran konzentrierten Komplexe zur Freiset- 
zung der NuWeinsauren aufgelost und die freigesetzten NuWeinsauren wiederum auf einer Membran, bevorzugt 
derselben Membran, gebunden werden. 

27. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei die biologische Probe eine LebensmitteJprobe ist, die 
freie oder gebundene NuWeinsauren oder nuWeinsaurehaltige Zellen enthalt, eine Umweltprobe ist. die freie oder 
gebundene NuWeinsauren oder nuWeinsaurehaltige Zellen enthalt, ein zelrfreies Probenmaterial, eine Suspension 
von Zellen, Wen, Bakterien oder Hefen, ein Gewebe jeder Art oder eine Winische Probe, wie Blut, Plasma, Serum, 
Sperma, Sputum, Urin. Faeces. Leukozyterrfraktionen, Crusta Phlogistica oder Abstriche, sowie eine Pftanze oder 
ein Pflanzenteil oder freie NuWeinsauren sein kann. 

28. Verfahren nach Anspruch 1, umfassend nach dem Schritt des Inkontaktbringens der biologischen Probe mit der 
(den) kationischen Verbindung(en) die fblgenden weiteren Schritte: 

- Zusatz geeigneter Mittel zur Unterstutzung der Lyse und/oder zur enzymatischen Einwirkung und/oder mecha- 
nischen Einwirkung auf die zusammengefuhrte Probe/kationische Verbindung(en). 

- Mischen der erhaltenen Probe, 

- Sammeln der Komplexe aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung auf dem Boden eines GefaBes oder 
an einer Membran durch Zentrifugation, Vakuum, Uberdruck und/oder Kapillarkrafte, 

- gegebenenfalls Waschen der Komplexe mit einer geeigneten Waschlosung unter Einsatz von Zentrifugation. 
Uberdruck, Vakuum und/oder Kapillarkrdften, 

- gegebenenfalls Zugabe einer geeigneten Reagentienlosung, 

- Auf lOsung der Komplexe zur Freisetzung der NuWeinsauren unter nicht bindenden oder bindenden Bedingun- 
gen und 

- Isolierung der freigesetzten NuWeinsaure. 

29. Kit zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsauren, umfassend mindestens eine kationische Verbindung 
wie definiert in einem oder mehreren der vorstehenden AnsprOche 1 bis 14. 

30. Kit nach Anspruch 29, umfassend weiterhin geeignete Puffer. 
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31 . Kit nach einem der AnsprOche 29 und/oder 30, wobei das Kit weiterhin geeignete Mittel zur Unterstutzung der Lyse 
und/oder Mittel zur Aufreinigung und/oder Mittel zur enzymatischen Einwirkung und/oder Mittel zur mechanischen 
Einwirkung enthalt. 



32. Verwendung einer Verbindung wie definiert in einem der Anspruche 1 bis 14 zur Stabilisierung und/oder Isolierung 
von NuWeinsaurea 

33. Verwendung einer Verbindung wie definiert in einem der AnsprOche 1 bis 14 in einem automatisierten Verfahren 
zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsaurea 

34. Komplex, enthaltend eine NuWeinsaure und mindestens eine kationische Verbindung, wie definiert in einem der 
AnsprOche 1 bis 14. 

35. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung wie definiert in einem 
der AnsprOche 1 bis 14 oder einen Kbmplex nach Anspruch 34. 

36. Diagnostische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung wie definiert in einem der 
AnsprOche 1 bis 14 oder einen Kbmplex nach Anspruch 34. 

37. Zusammensetzung for die Forschung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung, wie definiert in einem 
der Anspruche 1 bis 1 4 Oder einen Kbmplex nach Anspruch 34. 

38. Kationische Verbindung wie definiert in einem der Anspruche 1 bis 14. 
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Abbildung 1 ; Intaktheit der RNA 

Alle Proben werden in Doppelbestinunungen angesetzt. Jeweils 
30 pi des Eluates werden in einem 1,2 %igen 
Agarose/Formaldehyd/MOPS-Gel auf getrennt . 

Spur 1: Langenraarker 0,24 - 9,5 kB 

Spur 2/3: HeLa-RNA stabilisiert mit Ethandiyl-1, 2~ 

bis (dimethyldecylanunoniumbromid) 
Spur 4/5: Kontrolle 

Spur 
1 2 3 4 5 
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Abbildung 2: 

Zitronensaure 

pH-Wert 



"lOminRT 
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Abbildung 3: 



lOminRT 



24 h 



48h 



Zitronensaure 

pH-Wert 
3 4 5 




Abbildung 4 : 

Kationtsche Verbindung: A 
Konzentration % (w/v): 2 5 



B C 
2 5 5 
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Abbildung 5: 

KationischeVe/twndung: 
Konzentration%(w/v): 1 



genomssche DMA 

28SRNA 
18SRNA 



KatioruscheVefbindung: 
Konzentrafon%(w/v): 1 



genorrnscheDNA 

28SRNA 
18SRNA 



D 

2 



0,1 1 




0,1 1 




Abbildung 6: 

Kationiscte Verbtndung: A B CO 

Konzentratwi % (w/v): 5 0,1 2 2 



E 

0,1 
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Abbildung 7: 



Kationische Vefbindung: A B D E K 

Konzentration%(w/v): 2 2 5 2 
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